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Einleitung
1. Das IGF-1-Signaltransduktionssystem
Die Kommunikation zwischen Zellen ist essentiell für die Entwicklung und das Überleben
multizellulärer Organismen. Eine große Anzahl von zellulären Signalen, die durch sezernierte
Polypeptide und ihre Zelloberflächen-Rezeptoren induziert werden, regulieren Wachstum,
Differenzierung und metabolische Homöostase. Viele Wachstumsfaktoren und Zytokine und ihre
Zelloberflächen-Rezeptoren spielen dabei eine zentrale Rolle. Zu diesen Zelloberflächen-Rezeptoren
gehört die große Familie der Rezeptoren, die sich durch eine intrinsische Tyrosinkinase-Aktivität
auszeichnen (Rezeptor-Tyrosinkinasen).
Der Rezeptor für den ‘Insulin-like growth factor-1‘ (IGF-1) zählt zu dieser Familie. Seine Liganden
IGF-1 und IGF-2 spielen durch ihre mitogenen, anti-apoptotischen und chemotaktischen
Eigenschaften nicht nur eine wichtige Rolle in Entwicklungs- und Wachstumsprozessen von normalen
Zellen sondern auch während der Entstehung und Progression von Tumoren. Aufgrund seiner
tumorigenen Eigenschaften wird der IGF-1 Rezeptor in der onkologischen Forschung durchaus als
Zielmolekül (‘Target‘) für therapeutische Ansätze diskutiert.
1.1. Der IGF-1 Rezeptor
Der IGF-1 Rezeptor wurde von Ullrich et. al. erstmals isoliert (Ullrich et al., 1986) und gehört unter
den Rezeptor-Tyrosinkinasen zu der Unterfamilie des Insulin Rezeptors, zu der neben dem IGF-1
Rezeptor und dem Insulin Rezeptor der ‘Insulin-related Rezeptor‘, ROS und Ltk zählen. Der IGF-1
Rezeptor, der zu 70 % homolog zum Insulin Rezeptor ist, besteht aus einem durch Disulfidbrücken
verbundenen Heterotetramer aus zwei a- und zwei b-Untereinheiten (Abbildung 1). Die a-
Untereinheit ist in ihrer Gesamtheit extrazellulär. Eine cysteinreiche Region vermittelt die Bindung der
Liganden IGF-1, IGF-2 und Insulin. Die b-Untereinheit zeichnet sich durch einen extrazellulären
Anteil, der mit einer a-Untereinheit durch eine Disulfidbrücke verbunden ist, eine
Transmembrandomäne und eine intrazelluläre Domäne aus. Die intrazelluläre Domäne kann als
Effektor-Domäne bezeichnet werden, da sie die Weiterleitung von Signalen in die Zelle vermittelt. Sie
besteht aus drei Regionen, einer juxtamembranen Domäne, der zentralen Tyrosinkinase-Domäne und
einer C-terminalen Domäne. Interessanterweise unterscheiden sich die einzelnen Regionen der b-
Untereinheit in ihrer Homologie zum Insulin Rezeptor. Während die Tyrosinkinase-Domäne mit einer
Homologie von 84 % die größte Ähnlichkeit zu der des Insulin Rezeptors aufweist und die
juxtamembrane Domäne mit einer 61 prozentigen Homologie auch noch eine hohe Identität zu der des
Insulin Rezeptors zeigt, ist die C-terminale Domäne mit einer Homologie von 44 % am wenigsten
verwandt mit der des Insulin Rezeptors (Baserga et al., 1997).
Die intrinsische Tyrosinkinase des Rezeptors ist in Abwesenheit von Liganden nicht aktiv. Erst durch
Ligandenbindung an die a-Untereinheit wird die Tyrosinkinase-Aktivität der b-Untereinheit
stimuliert, wodurch zunächst eine Kreuz-Autophosphorylierung des in der Kinase-Domäne liegenden
‘Tyrosin-Clusters‘ (Y1131, Y1135, Y1136) induziert wird. Die Phosphorylierung dieses ‘Tyrosin-
Clusters‘ scheint eine Voraussetzung für eine volle Aktivierung der Tyrosinkinase zu sein.
Mutationsanalysen haben gezeigt, daß sowohl eine Mutation des Lysins an Position 1033 in der ATP-
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Bindungsstelle zu einem Alanin als auch ein Austausch der Tyrosine an Position 1131, 1135 und 1136
gegen Phenylalanine zu einem Verlust der Enzymaktivität und aller biologischen Aktivitäten des
Rezeptors führt (Kato et al., 1994; Kato et al., 1993).
Abbildung 1: Modell des IGF-1 Rezeptors. Die Domänen der a- und b-Untereinheit und wichtige
Aminosäurereste sind eingezeichnet. In Klammern sind die Identitäten der einzelnen Domänen  mit dem Insulin
Rezeptor angegeben. Die Pfeile kennzeichnen die Bindungsstellen für wichtige Signalmoleküle des IGF-1
Rezeptors.
Die Phosphorylierung des ‘Tyrosin-Clusters‘ ist jedoch nur der erste Schritt in der
Phosphorylierungskaskade des Rezeptors. Es schließen sich weitere Phosphorylierungsereignisse von
Tyrosinresten in der b-Untereinheit an, die als Bindungsstellen für zytoplasmatische Signalproteine
fungieren können. Außerdem ist die aktivierte Tyrosinkinase des Rezeptors auch für eine
Phosphorylierung von intrazellulären Proteinen verantwortlich. Durch beide Ereignisse werden
Signaltransduktionskaskaden aktiviert, die die zellulären Effekte des IGF-1 Rezeptors vermitteln.
Die Phoshorylierung von Tyrosinresten sowohl im juxtamembranen als auch im C-terminalen Bereich
der zytoplasmatischen Domäne ist für die Vermittlung der Rezeptorfunktionen essentiell.
Beispielsweise trägt der Tyrosinrest an Position 950 zu dem mitogenen und transformierenden
Potential des IGF-1 Rezeptors bei (Miura et al., 1995). Dieser Tyrosinrest liegt in einem NPXY-
Motiv, das auch an vergleichbarer Position im Insulin Rezeptor und in anderen Rezeptor-
Tyrosinkinasen zu finden ist, und fungiert nach seiner Phosphorylierung u.a. als Bindungsstelle für
IRS-1 und SHC (Tartare-Deckert et al., 1995). Neben der Bedeutung in der Signaltransduktion des
Rezeptors ist das NPXY-Motiv jedoch auch an der ‘coated-pit‘-vermittelten Internalisierung von IGF-
1 beteiligt (Hsu et al., 1994). Doch nicht nur die juxtamembrane Domäne ist für die Weiterleitung
IGF-1-induzierter Signale wichtig, sondern auch der C-Terminus und in diesem besonders die
Tyrosinreste an Position 1250, 1251 und 1316. Mutationsanalysen haben gezeigt, daß diese
Tyrosinreste tumorigene Effekte des Rezeptors vermitteln (Blakesley et al., 1996). Die C-terminalen
Phosphotyrosin-Reste stellen natürlich ebenfalls Bindestellen für intrazelluläre Signalproteine dar. So
bindet die regulatorische Untereinheit der PI3-Kinase, p85, an den phosphorylierten Tyrosinrest an
Position 1316 (Seely et al., 1995) und auch das Adaptorprotein Grb10 interagiert mit C-terminalen
Tyrosinresten (Dey et al., 1996).
a a
b b
Y950
K1033
Y1131, 1135, 1136
Y1250, 1251
Y1316
Y1337
Cystein-reiche
Domäne (48 %)
Juxtamembrane
Domäne (61 %)
Tyrosin-
Kinase (84 %)
C-terminale
Domäne (44 %)
Ligandenbindung
IRS, SHC
p85, Grb10
ATP-Bindung
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1.2. Die Liganden des IGF-1 Rezeptors
Die Hauptliganden des IGF-1 Rezeptors sind IGF-1 und IGF-2. Beides sind Polypeptide aus einer
einzigen Aminosäurekette (Werner et al., 1994). Die beiden Moleküle zeigen eine 62 prozentige
Homologie in ihrer Aminosäuresequenz, und ihre Struktur ähnelt der von Proinsulin. Sie werden von
fast allen Geweben exprimiert und binden an eine cysteinreiche Region in der a-Untereinheit des
Rezeptors mit etwa gleicher Affinität (10-10 M), während Insulin eine 500 bis 1000 fach geringere
Bindungsaffinität für den IGF-1 Rezeptor aufweist (Jones und Clemmons, 1995). IGF-1 spielt als
Wachstumsfaktor sowohl auf autokrinem als auch auf parakrinem und endokrinem Weg eine Rolle.
Die Gewebeverfügbarkeit von IGF-1 wird einerseits über lokale Mechanismen wie über eine Kontrolle
der Expression von IGF-1 und seiner Bindeproteine und andererseits über systemische Mechanismen
reguliert. In diesem Zusammenhang spielt das Wachstumshormon (‘growth hormone‘) GH eine
wichtige Rolle. GH induziert die Expression von IGF-1 in der Leber, der Hauptquelle für
zirkulierendes IGF-1 (erstmals identifiziert als ‘Somatomedin‘=Vermittler der Wirkung von GH
(Salmon und Maughday, 1957)) und kontrolliert über diesen Mechanismus Wachstum und
Entwicklung von Organismen. Jüngste Befunde widersprechen jedoch dieser ‘Somatomedin-
Hypothese‘. Es konnte nämlich über ein gezieltes Ausschalten (‘Knock out‘) des IGF-1-Gens in
hepatischen Geweben gezeigt werden, daß die autokrine/parakrine Wirkung von IGF-1 für normales
Wachstum und eine normale Entwicklung ausreicht und die endokrine Wirkung über vornehmlich in
der Leber synthetisiertes IGF-1 für diese Prozesse von geringerer Bedeutung ist (Yakar et al., 1999).
Für IGF-2 existiert ein eigener Rezeptor, der auch als Mannose-6-Phosphat-Rezeptor bekannt ist
(Morgan et al., 1987). Der IGF-2 Rezeptor zählt jedoch nicht zu der Familie der Rezeptor-
Tyrosinkinasen. Da die Bindung von IGF-2 an diesen Rezeptor zu einer Degradation von IGF-2 führt,
scheint der IGF-2 Rezeptor eine Rolle als Antagonist für IGF-2 zu spielen und die biologische
Aktivität von IGF-2, die vornehmlich über den IGF-1 Rezeptor vermittelt wird, zu regulieren (Oates et
al., 1998).
1.3. Die IGF-Bindeproteine
Zu der Familie der IGF-Bindeproteine (IGFBPs) zählen sechs gut charakterisierte Mitglieder (IGFBP-
1 bis 6), die als Transportproteine für die IGFs deren Funktion modulieren können. Neben diesen IGF-
abhängigen Funktionen zeichen sich die IGFBPs aber auch durch IGF-unabhängige Funktionen wie
die Bindung an Membran-Rezeptoren oder die extrazelluläre Matrix aus (Yu und Rohan, 2000).
IGFBPs sind in der Lage, die Wirkung der IGFs zu inhibieren aber auch zu verstärken. Diese sich
widersprechenden Effekte können durch zwei wichtige Funktionen der IGFBPs erklärt werden.
Einerseits weisen IGFBPs eine höhere Bindungsaffinität für IGF-1 und IGF-2 auf als der Rezeptor
selbst, wodurch die Bindung von IGFs an ihren Rezeptor verhindert und so die Vermittlung IGF-
abhängiger Effekte inhibiert wird. Andererseits können jedoch IGF-1 und IGF-2 durch die Interaktion
mit den Bindeproteinen vor proteolytischem Abbau geschützt werden, was wiederum in einer erhöhten
lokalen Verfügbarkeit an IGFs und damit einer Verstärkung IGF-abhängiger Effekte resultiert (Kelley
et al., 1996).
Das komplexe System aus IGFs, den Rezeptoren und Bindeproteinen wird durch die Existenz IGFBP-
spezifischer Proteasen erweitert, die regulatorisch in das Zusammenspiel aus IGFs und IGFBPs durch
proteolytische Degradation von IGFBPs eingreifen (Collett-Solberg und Cohen, 1996). Der Prostata-
Tumormarker PSA (‘prostate specific antigen‘) zählt zu diesen Proteasen. PSA ist eine Serin-Protease,
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die IGFBP-3 spaltet. Durch die Proteolyse von IGFBP-3 wird dessen Affinität für IGF-1 vermindert,
wodurch im folgenden IGF-1 frei verfügbar wird und durch Bindung an seinen Rezeptor mitogene
Effekte induzieren kann (Cohen et al., 1994).
1.4. Die Signaltransduktionskaskaden des IGF-1 Rezeptors
Die Phosphorylierung von Tyrosinresten in der zytoplasmatischen Domäne der b-Untereinheit des
IGF-1 Rezeptors resultiert in der Ausbildung von hochaffinen Bindungsmotiven für Signalproteine.
Zwei Protein-Interaktionsdomänen sind bislang beschrieben worden, die an Phosphotyrosin-haltige
Motive binden, die ‘Src-Homologie-Domäne-2‘ (SH2) und die ‘Phosphotyrosin-Bindungsdomäne‘
(PTB) (Pawson und Scott, 1997). Eine reversible Phosphorylierung dieser Tyrosinreste kann damit als
eine Art ‘molekularer Schalter‘ fungieren, um die Assoziation von Multiprotein-Komplexen zu
induzieren.
Neben diesen Phosphotyrosin-abhängigen Interaktionsdomänen spielen bei der Signalweiterleitung
jedoch auch Proteindomänen, die phosphorylierungsunabhängig mit ihrem Bindungspartner
interagieren, eine wichtige Rolle. Dazu zählen die ‘Src-Homologie-Domäne-3‘ (SH3), die an Prolin-
reiche Motive bindet (Pawson und Scott, 1997), und die ‘Pleckstrin-Homologie-Domäne‘ (PH), die
sowohl Protein-Protein- als auch Protein-Lipid-Interaktionen vermittelt (Lemmon et al., 1996).
Eine bislang im Zusammenhang mit Rezeptor-Tyrosinkinasen wenig diskutierte Protein-
Interaktionsdomäne ist die PDZ-Domäne, die nach den ersten Proteinen, in denen diese Domäne
entdeckt wurde (postsynaptic density protein-95, disc large, zonula occludens-1), benannt wurde und
mit dem C-Terminus ihrer Bindungspartner interagiert (Ponting et al., 1997). Mehrere PDZ-Proteine
wurden mittlerweile jedoch als Interaktionspartner für Rezeptor-Tyrosinkinasen isoliert (Fanning und
Anderson, 1999).
Die Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors
Bislang sind eine Reihe von direkten zytoplasmatischen Interaktionspartnern für den IGF-1 Rezeptor
bekannt (Abbildung 2). Zu diesen zählen die Insulin-Rezeptor-Substrate 1-4 und SHC, die über ihre
PTB-Domäne mit dem NPEY-Motiv in der juxtamembranen Domäne der b-Untereinheit interagieren
(Dey et al., 1996; He et al., 1996; He et al., 1995; Qu et al., 1999; Xu et al., 1999). Aber auch sehr
viele SH2-Proteine wie das GTPase-aktivierende Protein GAP, die p85-Untereinheit der PI3-Kinase,
die Tyrosinphosphatase PTP1D (Syp) und die Adaptorproteine Grb10 und mSH2B binden an den
IGF-1 Rezeptor (Lamothe et al., 1995; Morrione et al., 1996; Seely et al., 1995; Wang und Riedel,
1998). All diese SH2-Proteine interagieren mit C-terminalen Phosphotyrosin-Resten des IGF-1
Rezeptors. Auch 14-3-3 Proteine, die an Phosphoserin-Reste ihrer Interaktionspartner binden, wurden
als Interaktionspartner der C-terminalen Region des IGF-1 Rezeptors beschrieben (Furlanetto et al.,
1997). Interessanterweise wird der IGF-1 Rezeptor sogar über eine Interaktion mit den Janus-Kinasen
JAK-1 und JAK-2 sowie mit einem Inhibitor des STAT-Signaltransduktionsweges, SOCS-3, an
Zytokin-induzierte Signaltransduktionskaskaden gekoppelt (Dey et al., 2000; Gual et al., 1998).
Die oben aufgeführten Signalproteine sind jedoch nicht spezifisch für den IGF-1 Rezeptor, sondern
fungieren für andere Rezeptor-Tyrosinkinasen ebenfalls als Interaktionspartner (Blume-Jensen und
Hunter, 2001). Bis auf 14-3-3 Proteine interagieren sie alle mit dem Insulin Rezeptor und sind an der
Weiterleitung Insulin-induzierter Signale in die Zelle beteiligt (Blakesley et al., 1996; Kadowaki et al.,
1996). Vor allem die Insulin-Rezeptor-Substrate spielen als Effektormoleküle in Insulin-abhängigen
Signaltransduktionskaskaden eine wichtige Rolle (Waters und Pessin, 1996).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der wichtigsten Interaktionspartner und
Signaltransduktionskaskaden des IGF-1 Rezeptors. ZM, Zellmembran; P, Phospho-Tyrosin oder –Serin/
Threonin-Reste; PDK, ‘3-Phosphoinositid-dependent kinase‘; PH, Pleckstrin-Homologie-Domäne; KD, Kinase-
Domäne; RD, Regulatorische Domäne. Gestrichelte Pfeile stellen noch nicht geklärte Signalwege dar. ? deuten
auf potentielle neue Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors hin, die für die spezifischen zellulären Effekte des
IGF-1 Rezeptors verantwortlich sein könnten.
Auf welche Weise tragen nun die beschriebenen Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors zu der
Weiterleitung IGF-1-spezifischer Signale und zu der Induktion IGF-1-abhängiger zellulärer Effekte
bei?
Der klassische Weg der Aktivierung von durch Rezeptor-Tyrosinkinasen vermittelten
Signaltransduktionswegen erfolgt im allgemeinen – nach einer Rekrutierung der Interaktionspartner an
den aktivierten Rezeptor - über die Phosphorylierung dieser Bindungspartner an Tyrosinresten.
Dadurch entstehen Bindungsstellen für weitere Signalproteine, die dann über die Aktivierung
intrazellulärer Signalkaskaden zelluläre Effekte auslösen können. Auch die Weiterleitung IGF-1-
induzierter Signale verläuft nach diesem Prinzip, wobei die wichtigsten Elemente der IGF-1-
abhängigen Kaskaden, wie oben erwähnt, redundant sind, d.h. auch an den Signalwegen anderer
Rezeptor-Tyrosinkinasen beteiligt sind.
Die bislang am besten charakterisierten Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors sind die IRS- und
SHC-Proteine, die eine Reihe von Tyrosinresten beinhalten, die nach Phosphorylierung durch den
IGF-1 Rezeptor als Bindungsstellen für weitere Signalproteine fungieren. IRS-Proteine interagieren
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beispielsweise mit den Adaptorproteinen Grb2 und nck und der p85-Untereinheit der PI-3-Kinase. Ein
wichtiger Bindungspartner für SHC ist ebenfalls Grb2. Ein weiterer gut beschriebener
Bindungspartner des IGF-1 Rezeptors ist die p85-Untereinheit der PI-3-Kinase, obwohl bislang nicht
geklärt ist, ob dieses Signalprotein seine Funktion vornehmlich über direkte Bindung an den IGF-1
Rezeptor ausübt oder in größerem Ausmaß über die Bindung an IRS-Proteine (Butler et al., 1998).
Über die funktionelle Bedeutung der übrigen Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors ist bislang
wenig bekannt. Viele fungieren jedoch auch als Adaptorproteine für weitere Signalmoleküle.
Besonders wichtige Signalwege für die Vermittlung IGF-1-abhängiger Effekte sind der MAP-Kinase-
und der Akt-Signalweg (Abbildung 2).
Aktivierung des MAP-Kinase-Signaltransduktionsweges durch IGF-1
Vor allem die IRS- und SHC-Proteine sind an der IGF-1-abhängigen Aktivierung des MAP-Kinase-
Signaltransduktionsweges beteiligt, da sie Bindungsstellen für das Adaptorprotein Grb2 aufweisen.
Eine IGF-1 Rezeptor-Aktivierung resultiert zunächst in einer Rekrutierung von IRS/SHC-Proteinen an
den IGF-1 Rezeptor. Im folgenden kommt es zu einer Phosphorylierung dieser Signalproteine an
Tyrosinresten. Diese können dann als Bindungsstellen für die SH2-Domäne von Grb2 fungieren.
Daraufhin wird das GEF (guanine nucleotide exchange factor)-Protein Sos, das über seine SH3-
Domäne an Grb2 gekoppelt ist, in Membran-Nähe gebracht. Sos katalysiert dort den Austausch von
GDP gegen GTP in dem GTP-bindenden Protein Ras. Dies führt zu einer Aktivierung von Ras und des
Raf-MAP-Kinase-Signalweges, der beispielsweise an der Regulation von Proliferations- und
Apoptoseprozessen beteiligt ist aber auch Migrationsprozesse moduliert (Chang und Karin, 2001;
Giancotti und Ruoslahti, 1999).
Aktivierung des PI3-Kinase-Akt-Signaltransduktionsweges durch IGF-1
Die Bindung der p85-Untereinheit der Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase direkt an den aktivierten IGF-1
Rezeptor oder an einen Phosphotyrosin-Rest in einem der an den Rezeptor gebundenen IRS-Moleküle
resultiert in der Aktivierung der katalytischen Untereinheit dieser Kinase (p110). Auf diese Weise
wird der IGF-1 Rezeptor an den Phospholipid-Signalweg gekoppelt, durch den viele zelluläre Prozesse
wie Apoptoseschutz, Proliferation, Glukose-Transport und Proteinsynthese reguliert werden (Butler et
al., 1998).
Ein elementarer Bestandteil des Phosphoinositid-Signalweges ist die Serin/Threonin-Kinase Akt, die
auch als Proteinkinase B bezeichnet wird. Akt ist ein zytoplasmatisches Protein, das über Bindung an
durch die aktivierte PI3-Kinase erzeugtes Phosphatidylinositol-3,4-Bisphosphat bzw.
Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat an die Membran rekrutiert wird. Die Bindung an
Phophoinositole induziert eine Konformationsänderung in Akt, wodurch ein Serin-Rest in der
regulatorischen Domäne (Ser-473) und ein Threonin-Rest in der katalytischen Domäne (Thr- 308) für
die Serin/Threonin-Kinasen PDK-1 und -2 (‘3-phosphoinositid dependent kinase‘) zugänglich werden.
Diese Phosphorylierungsschritte führen zu einer vollen Aktivierung der Akt-Kinase (Datta et al.,
1999).
Bislang wurden eine Reihe von Substraten für Akt beschrieben. Die Phosphorylierung vieler dieser
Substrate steht in direktem Zusammenhang mit den anti-apoptotischen Effekten von IGF-1.
Beispielsweise führt die Phosphorylierung des Apoptose-vermittelnden BAD-Proteins durch die
Bindung an 14-3-3 Proteine zu einer Inaktivierung von BAD und damit zu einem Überleben von
Zellen (Datta et al., 1997). Ein weiteres Substrat für die Akt-Kinase ist Caspase-9, die durch Serin-
Phosphorylierung durch einen bislang nicht bekannten Mechanismus inaktiviert wird. Auf diese Weise
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wird der durch Caspase-9 regulierte Apoptose-induzierende Signalweg ebenfalls inhibiert (Cardone et
al., 1998). Die Akt-Kinase beeinflußt jedoch nicht nur die vorhandene ‘Apoptose-Maschinerie‘ der
Zelle sondern auch eine de novo Genexpression z.B. durch die Phosphorylierung der ‘Forkhead‘-
Transkriptionsfaktoren. Dieser Phosphorylierungsschritt ermöglicht eine Bindung der ‘Forkhead‘-
Transkriptionsfaktoren an 14-3-3 Proteine. Dadurch werden diese Transkriptionsfaktoren im
Zytoplasma zurückgehalten, und damit die Transkription durch Forkhead-Faktoren regulierter Gene
wie z.B. das für den Apoptose-induzierenden Fas-Liganden kodierende Gen unterbunden (Brunet et
al., 1999). Neben diesen Apoptose-inhibierenden Funktionen werden der Akt-Kinase jedoch noch
weitere Funktionen zugeordnet wie die Regulation der Glykogensynthese durch Inhibierung der
Glykogen-Synthase-Kinase-3 GSK-3 (Cross et al., 1995).
1.5. Die zellulären Funktionen des IGF-1 Rezeptors
Aus den obigen Ausführungen über das Signaltransduktionssystem des IGF-1 Rezeptors geht bereits
hervor, daß dieser Rezeptor an der Regulation einer Reihe von zellulären Prozessen beteiligt ist. Der
IGF-1 Rezeptor reguliert so wichtige biologische Funktionen wie Wachstum, Differenzierung,
Apoptose und Migration von Zellen.
1.5.1. Mitogenität
Die mitogenen Effekte von IGF-1 sind essentiell für die Wachstumskontrolle von Zellen. Frühe
Experimente mit spezifischen anti-IGF-1-Antikörpern haben gezeigt, daß IGF-1 in
Zellkulturexperimenten eine essentielle Funktion für die Progression von Zellen durch den Zellzyklus
besitzt (Russell et al., 1984). Eine Rolle als Progressionsfaktor kann IGF-1 auch aufgrund der
Beobachtung zugesprochen werden, daß Kompetenzfaktoren wie FGF, EGF und PDGF die
Expression von IGF-1 Rezeptor und IGF-1 (Hernandez-Sanchez et al., 1997; Li und Baserga, 1996;
Rubini et al., 1994) induzieren. Erst wenn der IGF-1 Rezeptor und sein Ligand in ausreichenden
Konzentrationen vorliegen, ist eine G1-S-Transition und damit ein Übergang von einem nicht-
mitogenen in einen mitogenen Status der Zellen möglich. Diese Hypothese wird durch die
Beobachtung unterstützt, daß Zellen mit weniger als 15 000 IGF-1-Bindungsstellen nicht in
serumfreiem Medium unter Zusatz von IGF-1 wachsen können, während Zellen mit 22 000
Bindungsstellen oder stabile Transfektanten, die den IGF-1 Rezeptor überexprimieren, in Anwesenheit
von IGF-1 proliferieren (Pietrzkowski et al., 1992; Rubini et al., 1997). Balb/c-3T3-Zellen, die sowohl
IGF-1 als auch den IGF-1 Rezeptor überexprimieren, wachsen sogar in serumfreiem Medium ohne
den Zusatz jeglicher Wachstumsfaktoren (Pietrzkowski et al., 1992). Umgekehrt führt eine Inhibition
der IGF-1 Rezeptor-Funktion entweder durch selektives Ausschalten des entsprechenden Gens, durch
spezifische Antikörper oder durch Antisense-Strategien zu einer Inhibition des Wachstums von
Fibroblasten (Pietrzkowski et al., 1992; Porcu et al., 1992; Sell et al., 1994).
Auch im Organismus kommt dem IGF-1-System eine wichtige Rolle in der Wachstumsregulation zu.
Die Plasma-Konzentrationen von IGF-1 ist ein guter Indikator für das Körperwachstum. Niedrige
IGF-1-Plasmaspiegel werden oft bei Kleinwüchsigen gefunden (Baserga et al., 1997). In
Tierexperimenten konnte zudem gezeigt werden, daß transgene IGF-1-überexprimierende Mäuse ein
verstärktes Körperwachstum aufweisen, während ‘Knock-out‘-Mäuse mit einer Nullmutation im IGF-
1-Gen starke Defizite im Wachstum besitzen (Liu et al., 1993; Mathews et al., 1988).
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1.5.2. Apoptoseschutz
Neben seinen proliferativen Eigenschaften besitzt IGF-1 durch seine anti-apoptotischen Eigenschaften
eine wichtige Funktion als ‘Survival-Faktor‘ von Tumorzellen.
Eine Reihe von Zellkultur-Experimenten haben die Bedeutung von IGF-1 als potentes anti-
apoptotisches Agenz bewiesen. IGF-1 schützt hämatopoetische Zellen vor einer durch Interleukin-3-
Entzug induzierten Apoptose (McCubrey et al., 1991) und in Fibroblasten verhindert die Anwesenheit
von IGF-1 einen durch c-myc-Überexpression induzierten Zelltod (Harrington et al., 1994). Sell et al.
konnten außerdem zeigen, daß eine Überexpression des IGF-1 Rezeptors einen Schutz vor durch
Etoposid induzierter Apoptose vermitteln kann (Sell et al., 1995). Noch eindeutiger als die
zellbiologischen Daten sind die Ergebnisse aus Experimenten mit Tumormodellen. Eine Abnahme der
IGF-1 Rezeptor-Anzahl in Tumorzellen unter einen für Zellen normalen Wert oder eine Repression
der IGF-1 Rezeptor-Expression resultiert in vivo in einer massiven Apoptose von Tumorzellen
(Resnicoff et al., 1995; Resnicoff et al., 1995). Daher scheint die kritische Determinante für das
Überleben vieler Tumorzellen die Anzahl von IGF-1 Rezeptoren an der Zelloberfläche zu sein. Diese
Hypothese wird durch die Beobachtung unterstützt, daß in normalen Zellen die IGF-1 Rezeptor-
Genexpression durch die pro-apoptotischen Tumor-Supressoren p53 und WT-1 reprimiert wird
(Werner et al., 1996; Werner et al., 1994). In vielen Tumoren ist p53 mutiert, wodurch der IGF-1
Rezeptor-Gen-Promoter de-reprimiert und die IGF-1 Rezeptor-Genexpression aktiviert wird. Eine
Überexpression des IGF-1 Rezeptors kann so dazu beitragen, das Überleben von Tumorzellen
sicherzustellen.
1.5.3. Transformation
Es gibt eine Reihe von experimentellen Hinweisen, daß der IGF-1 Rezeptor auch an der Etablierung
eines transformierten Phänotypes, welcher u.a. durch die Fähigkeit der Koloniebildung in Softagar
und/oder Tumorbildung in Nacktmäusen definiert wird, beteiligt ist:
(1) Maus-Fibroblasten, in denen das IGF-1 Rezeptor-Gen ausgeschaltet ist (R--Zellen), können nicht
mehr durch bestimmte zelluläre Onkogene transformiert werden, während normale Maus-
Fibroblasten mit einer physiologischen Anzahl von IGF-1 Oberflächenrezeptoren von diesen
Onkogenen durchaus transformiert werden. Die Liste der Onkogene, die R--Zellen nicht
transformieren können, schließt das ‘Large T-Antigen‘ des SV40-Virus (Sell et al., 1993) ,
aktiviertes ras (Sell et al., 1994) , das E5 Protein des bovinen Papilloma-Virus (Morrione et al.,
1995) und überexprimierte Wachstumsfaktor-Rezeptoren wie den EGF Rezeptor (Coppola et al.,
1994) und den PDGFb Rezeptor (DeAngelis et al., 1995) ein.
(2) Desweiteren kann ein transformierter Phänotyp durch Reduktion der IGF-1 Rezeptorzahl in einen
nicht-transformierten Phänotyp umgewandelt werden. Mit Antisense-Strategien wurde z.B. die
IGF-1 Rezeptor-Expression in humanen Lungenkarzinomzellen reprimiert, wodurch die
Koloniebildung in ‘Softagar-Assays‘ um 84 % reduziert werden konnte (Lee et al., 1996) Auch
eine Inhibition der IGF-1 Rezeptor-Funktion durch spezifische Antikörper oder Expression einer
dominant-negativen Mutante führte in Brust- und Ovarialkarzinomzellen zu einer Inhibition der
Tumorigenese (Arteaga et al., 1989; Resnicoff et al., 1993).
(3) Umgekehrt resultiert eine Überexpression des IGF-1 Rezeptors in NIH3T3-Zellen in einem
Wachstum in Softagar. Desweiteren führt eine Inokulation dieser Zellen in Nacktmäusen zu einer
Tumorbildung (Kaleko et al., 1990).
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1.5.4. Migration
IGF-1 ist als ein chemotaktisches Agens für verschiedene Zellen wie Melanomzellen, Pankreas-
Karzinomzellen, Brustkrebszellen und Endothelzellen beschrieben worden (Doerr und Jones, 1996;
Grant et al., 1987; Klemke et al., 1994; Stracke et al., 1989).
Ein Mechanismus, durch den IGF-1 zelluläre Migration fördert, ist die Regulation von Integrinen, die
als heterodimere Transmembranproteine die Interaktion zwischen Zell-Matrix und Zytoskelett
kontrollieren. Eine IGF-1-Behandlung von vaskulären glatten Muskelzellen kann beispielsweise die
Affinität von aVb3-Integrinen zu seinen Liganden erhöhen (Jones et al., 1996) , und in MCF-7
Brustkrebszellen hängt eine IGF-1-stimulierte Migration von der Anwesenheit von avb5- und a2b1-
Integrinen ab (Doerr und Jones, 1996). Auch in Tumormodellen wurde eine Kooperation von IGF-1
und Integrinen als Voraussetzung für eine Tumorzell-Dissemination beschrieben (Brooks et al., 1997).
Desweiteren kann IGF-1 eine Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts induzieren, was ein kritischer
Schritt in dem Migrationsprozeß von Zellen ist. Dieser IGF-1-abhängige Effekt wurde z.B. bei dem
Auswachsen von Neuriten und der Depolarisation von MCF-7-Brustkrebszellen (Guvakova und
Surmacz, 1999; Leventhal et al., 1997) beobachtet. Umgekehrt konnte gezeigt werden, daß eine
Mutation in einem C-terminalen Tyrosinrest (Y1251) im IGF-1 Rezeptor zu einer Disorganisation des
Zytoskelettes führt (Blakesley et al., 1998).
Jedoch nicht nur auf zellbiologischer sondern auch auf biochemischer Ebene wurden Hinweise auf
einen Zusammenhang zwischen IGF-1 Rezeptor und der Regulation von Migrationsprozessen
gefunden. So gibt es mehrere Befunde, die zeigen, daß Elemente der fokalen Adhäsionsplaques wie
die fokale Adhäsionskinase FAK, Cas und Paxillin Substrate für die IGF-1 Rezeptor-Tyrosinkinase
sind (Baron et al., 1998; Casamassima und Rozengurt, 1998; Leventhal et al., 1997). Eine
Phosphorylierung dieser Proteine führt zu einer stärkeren Komplexierung von fokalen
Adhäsionsplaques und damit zu einer stärkeren Interaktion zwischen Integrinen und Elementen des
Zytoskeletts (Giancotti und Ruoslahti, 1999). Aber auch andere Substrate des IGF-1 Rezeptors wie das
Adaptorprotein SHC sind an der Regulation von Migrationsprozessen beteiligt (Giancotti und
Ruoslahti, 1999). So reguliert eine Interaktion zwischen SHC und a5b1-Integrin die IGF-1-induzierte
Motilität der Brustkrebszellinie MCF-7 (Mauro et al., 1999).
Die durch IGF-1 regulierten Signalwege des IGF-1 Rezeptors, der PI3-Kinase und der MAP-Kinase-
Signalweg, sind ebenfalls als Elemente der Signaltransduktionskaskaden beschrieben worden, die zu
einer verstärkten Migration von Zellen führen (Giancotti und Ruoslahti, 1999). Eine IGF-1-
Stimulation führt z.B. zu einem durch die MAP-Kinase vermittelten Auswachsen von Neuriten (Kim
et al., 1997) , und die Migration vaskulärer glatter Muskelzellen nach IGF-1-Behandlung ist sowohl
von einer Aktivierung des MAP-Kinase- als auch des PI3-Kinase-Signaltransduktionswegs abhängig
(Imai und Clemmons, 1999).
Neben den hier dargestellten zellbiologischen Daten weisen auch Befunde aus Tumormodellen auf
eine Rolle des IGF-1 Rezeptors in der Regulation von Metastasierungsprozessen hin. H-59-
Leberkarzinomzellen verlieren z.B. nach Transfektion mit einem IGF-1 Rezeptor-Antisense-Konstrukt
die Fähigkeit in vivo zu metastasieren (Long et al., 1995), und MDA-MB-231 Brustkrebszellen zeigen
ein wesentlich geringeres Metastasierungspotential nach Expression einer dominant-negativen
Mutante des IGF-1 Rezeptors (Dunn et al., 1998).
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1.6. Die Bedeutung der C-terminalen Domäne für die Vermittlung der spezifischen
biologischen Funktionen des IGF-1 Rezeptors
Während der Insulin Rezeptor und der IGF-1 Rezeptor eine sehr ähnliche Gesamtstruktur aufweisen
und in ihrer Kinase-Domäne zu 84 % homolog sind, vermittelt der Insulin Rezeptor vornehmlich
metabolische Effekte, der IGF-1 Rezeptor jedoch vor allem Wachstumsprozesse von Zellen. Da die C-
terminale Region der beiden Rezeptoren die am meisten divergente ist, liegt die Vermutung nahe, daß
diese Domäne als Bindungsstelle für potentielle spezifische Interaktionspartner fungiert, die für die
Weiterleitung der spezifischen biologischen Effekte der Rezeptoren verantwortlich sind. Diese
Hypothese wird durch den Befund unterstützt, daß 14-3-3, das bislang einzige Substrat des IGF-1
Rezeptors, das nicht an den Insulin Rezeptor bindet, mit C-terminalen Serin-Resten interagiert
(Furlanetto et al., 1997)
Zahlreiche Mutationsanalysen der C-terminalen Domäne des IGF-1 Rezeptors wurden durchgeführt,
um die Bedeutung dieser Domäne für die Vermittlung der tumorigenen Eigenschaften des Rezeptors
aufzuklären. Interessanterweise zeigen Mutationen in diesem Bereich einen negativen Einfluß auf die
transformierenden Eigenschaften des IGF-1 Rezeptors. Eine Mutation der Tyrosinreste an Position
1250 und 1251 führte z.B. zu einem geringeren Tumorwachstum entsprechender Transfektanten in
Nacktmäusen (Blakesley et al., 1996). Hongo et al. identifizierten mittels ‘Softagar-Assays‘ eine
Region zwischen den Aminosäureresten 1245 und 1310 als transformierende Domäne des IGF-1
Rezeptors, die nicht für die proliferativen Effekte des Rezeptors verantwotlich ist (Hongo et al., 1996).
Zwar zeigt auch ein Rezeptor mit einer Mutation des juxtamembranen Tyrosinrestes an Position 950
geringere transformierende Eigenschaften als der Wildtyp Rezeptor, jedoch werden von dieser
Mutation auch die mitogenen Eigenschaften des Rezeptors beeinflußt (Miura et al., 1995). Diese
experimentellen Daten machen die C-terminale Domäne besonders attraktiv als Angriffspunkt für
einen therapeutischen Ansatz zur Inhibierung der tumorigenen Eigenschaften des IGF-1 Rezeptors, da
auf diese Weise die proliferative Funktion des Rezeptors in normalen Zellen erhalten bleiben würde.
1.7. Der IGF-1 Rezeptor und Tumorigenese
1.7.1. Expression von Komponenten des IGF-1-Systems in humanen Tumoren
Viele verschiedene Daten aus einer Reihe von zellbiologischen Untersuchungen und Experimenten mit
Tumormodellen konnten belegen, daß der IGF-1 Rezeptor an fast allen Schritten der Tumorigenese
von einer Stimulation der Proliferation und einem Schutz vor Apoptose über eine Regulation von
Transformationsprozessen bis hin zu einer Förderung des Metastasierungspotentials von Zellen
beteiligt ist.
Jedoch nicht nur in experimentellen Systemen sondern auch bei der Untersuchung von Tumorbiopsien
stellte sich heraus, daß eine abnormale Expression des IGF-1 Rezeptors und seiner Liganden in vielen
verschiedenen Tumortypen wie Lungenkarzinomen, Brust- und Prostatakarzinomen, Hepatomen,
Kolon- und Pankreastumoren sowie in Meningiomen und Gliomen detektiert werden kann. (Macaulay,
1992). Da eine Tumorzelle oftmals sowohl den IGF-1 Rezeptor als auch IGF-1 exprimiert, scheint
eine autokrine Wirkungsweise zu existieren, der die Tumorzelle von exogenem IGF-1 unabhängig
macht und den Übergang zum tumorigenen Phänotyp fördert (Kiess et al., 1989).
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Betrachtet man diese Daten zusammen mit den Ergebnissen aus experimentellen Studien, so weisen
alle Befunde darauf hin, daß das IGF-1-Signaltransduktionssystem an der Entwicklung und
Aufrechterhaltung eines transformierten Phänotypes beteiligt ist.
1.7.2. Mögliche therapeutische Ansätze zur Inhibierung des IGF-1 Rezeptor-
Signaltransduktionssystems
Es gibt eine Reihe von Anhaltspunkten, die dafür sprechen, daß der IGF-1 Rezeptor ein geeigneter
therapeutischer Angriffspunkt für eine Anti-Tumortherapie darstellen könnte. Zwar teilt der IGF-1
Rezeptor seine tumorigenen Eigenschaften mit einer Reihe von anderen Wachstumsfaktor-Rezeptoren
und Onkogenen, jedoch weisen die experimentellen Daten auf Besonderheiten im IGF-1-System hin.
Zum einen konnte in Nacktmäusen gezeigt werden, daß transplantierte Tumore, in denen die IGF-1
Rezeptor-Expression reprimiert worden war, nicht nur ein vermindertes Tumorwachstum aufwiesen,
sondern in einigen Fällen sogar eine komplette Inhibition der Tumorigenese zu beobachten war
(D'Ambrosio et al., 1996). Zum anderen, und von besonderer Bedeutung für die Spezifität eines
therapeutischen Ansatzes, führt eine Interferenz mit dem IGF-1 Rezeptor-Signaltransduktionssystem
vor allem zu einer massiven Apoptose von Tumorzellen (siehe 1.5.2.), während normale Zellen in
einem wesentlich geringeren Ausmaß betroffen sind. Beispielsweise können Tumorzellen mit einer
Konzentration an Antisense-Oligonukleotiden gegen den IGF-1 Rezeptor abgetötet werden, die bei
humanen diploiden Fibroblasten noch nicht zu einer Apoptose-Induktion führt (Baserga et al., 1997).
Desweiteren gibt es auch keine Evidenz dafür, daß ‘Knock-out-Mäuse‘, in denen das Gen für den IGF-
1 Rezeptor deletiert ist, eine erhöhte Apoptoserate aufweisen (Liu et al., 1993).
Eine Reihe von therapeutischen Ansätzen sind denkbar, um die tumorigene Aktivität des IGF-1
Rezeptors zu inhibieren. Diese Ansätze werden auch als Strategien zur Hemmung anderer onkogener
Rezeptor-Tyrosinkinasen diskutiert. Im folgenden soll auf die bestehenden Möglichkeiten der
therapeutischen Interferenz mit biologischen Aktivitäten von Rezeptor-Tyrosinkinasen mit
besonderem Schwerpunkt auf den IGF-1 Rezeptor eingegangen werden. Da Rezeptor-Tyrosinkinasen
untereinander einen relativ hohen Grad an Homologien zueinander aufweisen, unterscheiden sich
diese Ansätze vor allem in der Spezifität ihrer Wirkung.
(1) Inhibition der IGF-1 Rezeptor-Expression mittels Antisense-Strategien
Sehr eindrucksvolle Ergebnisse wurden sowohl in vitro als auch in vivo unter Verwendung von
Antisense-Oligonukleotiden gegen die kodierende Sequenz des IGF-1 Rezeptors erreicht. Eine auf
diese Weise induzierte Hemmung der IGF-1 Rezeptor-Expression resultiert in einer massiven
Apoptose von Tumorzellen (Resnicoff et al., 1995; Resnicoff et al., 1994), wobei dieser Effekt sich in
vivo aufgrund einer durch die Antisense-Strategie induzierten Immunantwort (‘host response‘)
wesentlich stärker als in vitro bemerkbar macht [Baserga, 1995 #2]. Eine erste klinische Pilotstudie
testet zur Zeit die Möglichkeit eines solchen therapeutischen Ansatzes zur Behandlung maligner
Astrozytome (Andrews et al., 2001).
(2) Inhibition der Ligand-Rezeptor-Interaktion über monoklonale Antikörper
Die extrazelluläre Liganden-Bindungsstelle der Rezeptor-Tyrosinkinase ist oftmals die Domäne, die
am wenigsten Homologie zu anderen Rezeptoren aufweist. Daher hat ein therapeutischer Ansatz, in
dem diese Liganden-Bindungsstelle blockiert wird, den Vorteil, daß spezifisch eine bestimmte
Rezeptor-Tyrosinkinase inhibiert wird, während die biologischen Funktionen anderer Rezeptoren
unbeeinflußt bleiben.
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Zwar ist eine Behandlung mit einem anti-IGF-1 Rezeptor-Antikörper als Anti-Tumor-Therapie noch
nicht klinisch geprüft, jedoch gibt es eine Reihe von Hinweisen aus präklinischen Untersuchungen,
daß eine solche Therapie erfolgversprechend für die Behandlung IGF-1 Rezeptor-überexprimierender
Tumore wäre. Der anti-IGF-1 Rezeptor-Antikörper aIR3 blockiert in vielen Krebszellinien sowohl in
Zellkultur als auch in Tierexperimenten IGF-1 Rezeptor-regulierte Zellfunktionen (Arteaga und
Osborne, 1989; Furlanetto et al., 1993; Gansler et al., 1989). In Kombination mit den
chemotherapeutischen Agenzien Doxorubicin und Taxol oder mit 5-Fluorouracil erhöht aIR3 sogar
die Cytotoxizität dieser Agentien für IGF-1 Rezeptor-überexprimierende Brustkrebs- bzw.
Adenokarzinomzellen (Beech et al., 2001; Perer et al., 2000).
Ein sehr bekanntes Beispiel für einen schon in der Klinik verwendeten Antikörper gegen eine
Rezeptor-Tyrosinkinase ist der humanisierte anti-ErbB2-Antikörper Herceptin, der in der Therapie von
Brustkrebs bei Patientinnen mit ErbB2-überexprimierenden Tumoren bereits eingesetzt wird. Die
Wirkung von Herceptin geht zum einen auf die Inhibition der sehr potenten Rezeptor Tyrosinkinase
ErbB2 zurück, zum anderen wird jedoch auch durch solch eine Antikörpertherapie eine Immunantwort
vor allem gegen Rezeptor-überexprimierende Tumorzellen induziert (Colomer et al., 2001). In einer
klinischen Studie Phase III an Patientinnen mit ErbB2-überexprimierenden Tumoren konnte die
Wirkung der Chemotherapie durch die Kombination mit Herceptin deutlich verbessert werden (Pietras
et al., 1998). Bei Patientinnen mit progressivem Mammakarzinom mit ein bis zwei durchgeführten
Chemotherapien zeigte Herceptin zudem auch alleine eine signifikante Wirkung (Cobleigh et al.,
1999).
(3) Inhibition der Tyrosinkinase-Aktivität
Die biologische Aktivität von Rezeptor-Tyrosinkinasen ist in den meisten Fällen von der Aktivität der
intrinsischen Tyrosinkinase abhängig. Daher bietet sich diese Domäne als Angriffspunkt für eine
therapeutische Intervention sehr gut an. Problematisch bei diesem Ansatz ist jedoch, daß gerade diese
Domäne und insbesondere in dieser Domäne die ATP-Bindungsstelle, die der Angriffspunkt für die
meisten niedermolekularen Inhibitoren ist, sehr stark konserviert ist. Aus diesem Grund resultiert
oftmals eine Inhibition der ATP-Bindungsstelle eines Rezeptors in der zusätzlichen Blockierung der
biologischen Effekte anderer Rezeptor-Tyrosinkinasen. Eine solche Nebenwirkung wäre z.B. im Falle
des IGF-1 Rezeptors mit schwerwiegenden Folgen verbunden, da eine zusätzliche Inhibition der
verwandten Insulin Rezeptor-Tyrosinkinase sehr wahrscheinlich ist.
Mehrere Kinase-Inhibitoren für verschiedene Rezeptor-Tyrosinkinasen werden mittlerweile in
klinischen Studien getestet. Dazu zählen ein PDGF Rezeptor-Inhibitor (SU101), der als Anti-
Tumortherapeutikum bei fortgeschrittenen soliden Tumoren eingesetzt werden soll (Eckhardt et al.,
1999), ein EGF Rezeptor-Inhibitor (ZD1839), der in Phase III als Therapeutikum gegen NSCLC (non
small cell lung cancer) getestet wird (Baselga und Averbuch, 2000) , sowie mehrere Angiogenese-
Inhibitoren wie z.B. SU5416, der die Tyrosinkinase des VEGF Rezeptors inhibiert (Mendel et al.,
2000).
Inhibitoren für die IGF-1 Rezeptor-Tyrosinkinase werden bislang noch nicht in klinischen Studien
getestet. Jedoch gibt es Anstrengungen in der therapeutischen Forschung spezifische niedermolekulare
Kinase-Inhibitoren für den IGF-1 Rezeptor zu identifizieren.
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(4) Inhibition von Komponenten der durch Rezeptor-Tyrosinkinasen regulierten
Signaltransduktionskaskaden
Eine weitere Möglichkeit die tumorigenen Effekte des IGF-1 Rezeptors zu inhibieren, wäre, an der
Weiterleitung IGF-1-induzierter Signale beteiligte Kinasen zu inhibieren. In diesem Zusammenhang
wird die Inhibition des PI3-Kinase-Signalweges durch eine Blockierung der Akt-Kinase oder eine
Hemmung des MAP-Kinase Signalweges durch eine Inhibition der Raf- bzw. ERK-Kinasen diskutiert,
was zu einer Induktion eines programmierten Zelltods von Tumorzellen führen würde (Sedlacek,
2000). Als Angriffspunkt für eine Inhibition dieser Kinasen würde sich, wie unter (3) diskutiert, die
ATP-Bindungsstelle gut eignen. Aufgrund der oben erwähnten starken Konservierung der ATP-
Bindungsstelle würde diese Strategie jedoch die zusätzliche Inhibierung anderer Kinasen und damit
unerwünschte Nebeneffekte zur Folge haben
Als ein weiterer Ansatz zur Hemmung IGF-1-induzierter Signale wäre vorstellbar, die Interaktion des
Rezeptors mit spezifischen zytoplasmatischen Bindungspartnern zu inhibieren. Da jedoch bislang fast
alle identifizierten Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors auch an den sehr verwandten Insulin
Rezeptor binden, wäre ein solcher Ansatz zumindest mit der zusätzlichen Inhibierung Insulin-
induzierter zellulärer Effekte verbunden. Aus diesem Grund könnte die Identifizierung spezifischer
Signalproteine des IGF-1 Rezeptors durchaus von therapeutischer Relevanz sein, da eine Blockierung
der Interaktion zwischen diesen potentiellen Bindungspartnern und dem IGF-1 Rezeptor zu einer
spezifischen Inhibition IGF-1-induzierter tumorigener Effekte führen würde, während beispielsweise
Insulin-abhängige zelluläre Funktionen unbeeinflußt bleiben würden.
(5) Neutralisierung von IGF-1 durch IGF-Bindeproteinen
Da die Bindeproteine eine höhere Affinität für IGF-1 aufweisen als der IGF-1 Rezeptor selbst, könnte
durch den Einsatz einer erhöhten Konzentration an diesen Bindeproteine die Bindung von IGF-1 an
seinen Rezeptor und damit seine Aktivierung inhibiert werden. Allerdings müssen bei diesem Ansatz
die IGF-1-unabhängigen Funktionen der Bindeproteine mitberücksichtigt werden.
2. Das 2-Hybrid-System
Durch die Entwicklung des 2-Hybrid-Systems entstand erstmals die Möglichkeit, Proteine zu
identifizieren, die direkt in Zellen miteinander interagieren. In den letzten zehn Jahren entwickelte sich
dieses System und seine Varianten zu einer äußerst nützlichen Methode, Protein-Protein-Interaktionen
zu detektieren und zu analysieren. Diese Technik führte bereits zu der Identifizierung einer Vielzahl
von Proteinen, die wichtige zelluläre Funktionen beeinflussen.
Da dieses System im Rahmen der vorliegenden Arbeit zu der Isolierung von Interaktionspartnern des
IGF-1 Rezeptors führte, soll im folgenden ein kurzer Überblick über diese Methode und ihre
Anwendungsmöglichkeiten gegeben werden.
2.1. Das Prinzip des 2-Hybrid-Systems
Der 2-Hybrid-Technologie liegen zwei essentielle Eigenschaften von Transkriptionsfaktoren
zugrunde. Einerseits weisen eukaryotische Transkriptionsfaktoren eine modulare Struktur mit
zumindest zwei diskreten Domänen auf, einer DNS-Bindungsdomäne und einer
Transaktivierungsdomäne (Brent und Ptashne, 1985). Andererseits brauchen diese beiden Domänen
nicht Bestandteil eines einzigen Polypeptids zu sein, um ihre Funktion als aktiver Transkriptionsfaktor
Einleitung
18
ausüben zu können, sondern müssen lediglich in unmittelbare Nähe zueinander gebracht werden (Ma
und Ptashne, 1988).
Von dieser Modularität von Transkriptionsfaktoren gingen Fields und Song bei der Entwicklung des
2-Hybrid-Systems aus und zeigten erstmals, daß die Transkription eines Hefe-Reporter-Gens dazu
verwendet werden kann, die Interaktion zwischen zwei Proteinen zu demonstrieren, wobei der eine
Interaktionspartner an die DNS-Bindungsdomäne (BD) und der andere Bindungspartner an die
Aktivierungsdomäne (AD) eines Transkriptionsfaktors fusioniert ist (Fields und Song, 1989).
Desweiteren schlugen die Autoren vor, daß aus einer cDNS-Bibliothek, die für AD-Fusionsproteine
kodiert, Interaktionspartner für ein Protein von Interesse, das an eine DNS-Bindungsdomäne fusioniert
ist, selektioniert werden können.
Die gängigen Systeme beinhalten drei wichtige Komponenten (Abbildung 3):
(1) einen Vektor, der die Expression eines Proteins, für das Interaktionspartner identifiziert werden
sollen, vermittelt. Dieses Protein ist an eine DNS-Bindungsdomäne (GAL4, LEXA) fusioniert und
wird als Köder (‘bait‘) bezeichnet.
(2) einen Vektor, der die Expression einer cDNS-Bibliothek vermittelt. Die durch die cDNS-
Bibliothek kodierten Proteine sind an eine Aktivierungsdomäne (GAL4, VP16) fusioniert und
werden als Fisch (‘fish‘) oder Beute (‘prey‘) bezeichnet.
(3) ein Reportergen, welches die spezifische DNS-Bindungsstelle (‘upstream activating sequence‘,
UAS) enthält, die von dem Köder-Protein erkannt wird. In der Regel kodieren diese Reportergene
für die E. coli b-Galactosidase (lacZ) oder für Enzyme, die an der Biosynthese von Aminosäuren
beteiligt sind (z.B. HIS3).
Abbildung 3: Schematische Darstellung des 2-Hybrid-Systems. Protein X, das Köder-Protein, ist an eine DNS-
Bindungsdomäne (DBD) fusioniert, das Fisch-Protein Y, das durch eine cDNS-Bibliothek kodiert ist, an eine
Aktivierungsdomäne (AD). Interaktion zwischen X und Y resultiert in der Rekonstitution eines aktiven
Transkriptionsfaktors, der im folgenden durch die Bindung an eine UAS (‘upstream activating sequence‘) ein
Reportergen (HIS3, lacZ) aktiviert. Die Fisch-Proteine V und W, die ebenfalls durch die cDNS-Bibliothek
kodiert sind, können nicht mit dem Köder-Protein X interagieren, es wird kein aktiver Transkriptionsfaktor
rekonstituiert und damit auch nicht das entsprechende Reportergen aktiviert.
Das Köder-Fusionsprotein und die Fisch-Fusionsproteine werden in dem entsprechenden Hefestamm
auf Interaktion untersucht. Nur wenn die beiden Proteine miteinander interagieren können, entsteht ein
funktioneller Transkriptionsfaktor, der die oben erwähnten Reportergene aktivieren kann und
Wachstum in Abwesenheit einer bestimmten Aminosäure bzw. Expression der bakteriellen b-
Galaktosidase ermöglicht.
ReportergenUAS
DBD
X Y AD
V AD
W AD
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2.2. Anwendung des 2-Hybrid-Systems für die Suche nach Interaktionspartnern des IGF-1
Rezeptors
Das 2-Hybrid-System wurde schon in sehr vielen Studien für die Identifizierung von
Interaktionspartnern von Rezeptor-Tyrosinkinasen verwendet. Auch manche wichtige
Bindungspartner des IGF-1 Rezeptors konnten mittels dieser Methode bereits identifiziert werden.
Dazu zählen beispielsweise die p85-Untereinheit der PI3-Kinase (Lamothe et al., 1995), IRS-1 und
SHC (Dey et al., 1996). Somit erschien dieses experimentelle System als sehr vielversprechend, um
weitere neue zytoplasmatische Interaktionspartner dieser Rezeptor-Tyrosinkinase im Rahmen der
vorliegenden Arbeit zu finden.
Der IGF-1 Rezeptor ist ein Zelloberflächen-Protein und besteht aus einer extrazellulären Domäne,
einer Transmembrandomäne und einem zytoplasmatischen Anteil. Da für die Identifizierung von
intrazellulären Interaktionspartnern nur der zytoplasmatische Anteil der b-Untereinheit interessant
war, wurde auch nur diese Domäne des Rezeptors als Köder in den 2-Hybrid-Studien verwendet.
Für die Suche nach Interaktionspartnern für den IGF-1 Rezeptor boten sich verschiedene Varianten
des 2-Hybrid-Systems an, die sich vor allem in der DNS-Bindungsdomäne des Köder-Proteins
unterscheiden. Die beiden am häufigsten verwendeten DNS-Bindungsdomänen sind in diesem
Zusammenhang die DNS-Bindungsdomäne der bakteriellen Transkriptionsfaktoren Gal4 und LexA.
Die LexA-Bindungsdomäne zeichnet sich gegenüber der Gal4-Bindungsdomäne dadurch aus, daß sie
Dimere bildet. Diese Eigenschaft machte diese DNS-Bindungsdomäne besonders attraktiv für die
Suche nach Interaktionspartnern für den IGF-1 Rezeptor, da aufgrund der Dimerisierung zwei
zytoplasmatische Domänen des Rezeptors in unmittelbare Nähe zueinander gebracht werden. Dadurch
wird die Situation im aktivierten Wildtyp Rezeptor simuliert, und es kommt zu einer Aktivierung der
Tyrosinkinase-Domäne und im folgenden zu einer Kreuz-Phosphorylierung der beiden b-
Untereinheiten (Abbildung 4). Durch diese Strategie können nicht nur Bindungspartner gefunden
werden, die an den nicht-aktivierten Rezeptor binden, sondern auch solche, deren Bindung von
phosphorylierten Tyrosinresten im Rezeptor abhängt. Aufgrund dieser Vorteile der LexA- gegenüber
der Gal4-DNS-Bindungsdomäne wurde für das ‘2-Hybrid-Screening‘ nach Interaktionspartnern des
IGF-1 Rezeptors in der vorliegenden Arbeit ein Köder-Fusionsprotein aus der LexA-DNS-
Bindungsdomäne und der zytoplasmatischen Domäne der b-Untereinheit des IGF-1 Rezeptors
verwendet.
Abbildung 4: Schematische Darstellung des Fusionsproteins aus LexA-Bindungsdomäne und der
zytoplasmatischen Domäne des IGF-1 Rezeptors. Durch die Dimerisierung der LexA-Untereinheiten wird die
Situation im aktivierten Wildtyp Rezeptor simuliert, so daß es zu einer Phosphorylierung des Rezeptors an
Tyrosinresten kommt. zp IGF-1 R, zytoplasmatische Domäne der b-Untereinheit des IGF-1 Rezeptors.
Die Wahl der Transaktivierungsdomäne, an die die cDNS-Bibliothek fusioniert ist, ist von geringerer
Bedeutung für die erfolgreiche Durchführung eines ‘2-Hybrid-Screens‘. Zwei häufig verwendete
LexA
LexA
zp IGF-1R
zp IGF-1R
LexA
LexA
zp IGF-1R
zp IGF-1R
PP
PP
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Dimerisierung
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Transaktivierungsdomänen sind die VP16-Transaktivierungsdomäne des Herpes Simplex Virus und
die Transaktivierungsdomäne des bakteriellen Transkriptionsfaktors Gal4. Von wesentlich größerer
Bedeutung ist die Auswahl der cDNS-Bibliotheken, die sich in ihrer Qualität deutlich voneinander
unterscheiden. Ein Hinweis darauf, daß die Verwendung einer bestimmten cDNS-Bibliothek zu der
Identifizierung vielversprechender Interaktionspartner führt, ist, welche anderen Protein-Protein-
Interaktionen in dieser Bibliothek schon gefunden wurden. Aus der in dieser Arbeit verwendeten
Maus-Embryo-cDNS-Bibliothek wurden schon sehr viele interessante Signalproteine isoliert wie das
mit dem c-met-Rezeptor interagierende Gab-1 (Weidner et al., 1996) oder FMIP, ein an den c-fms-
Rezeptor-bindendes Protein (Tamura et al., 1999). Auch mittels ‘Screening‘ der Jurkat-cDNS-
Bibliothek, die ebenfalls für die Suche nach Interaktionspartnern des IGF-1 Rezeptors benützt wurde,
wurden vielversprechende Protein-Interaktionen identifiziert, z.B. hSiah2 als neues vav-bindendes
Protein (Germani et al., 1999).
Als Reportergen wurde das HIS3-Gen gewählt, das in das Genom eines S. cerevisiae Hefestammes
(L40) integriert wurde, in dem das endogene HIS3-Gen ausgeschaltet worden war. Das HIS3-Gen
kodiert für die Imidazol-Glycerolphosphat-Dehydratase, ein Enzym, das an der Biosynthese von
Histidin beteiligt ist. Kommt es durch eine Interaktion von Köder- und Fisch-Protein zu einer
Aktivierung des Reportergens, können die mit Köder- und Fisch-Vektor transfektierten Hefen auf
Histidin-freiem Medium wachsen. Transfektierte Hefen, in denen keine Protein-Protein-Interaktion
zwischen Köder- und Fisch-Protein stattfindet, zeigen dagegen kein Wachstum in der Abwesenheit
von Histidin. Die Histidin-Selektion hat den Vorteil, daß über die Verwendung von 3-Aminotriazol (3-
AT), einem kompetitiven Inhibitor des HIS3-Genproduktes, auf starke Protein-Protein-Interaktionen
selektioniert werden kann. Durch die Anwesenheit von 3-AT ist eine stärkere Transkription des HIS3-
Reportergens notwendig, um der Inhibition durch 3-AT entgegenzuwirken. Der im Rahmen dieser
Arbeit verwendete Hefestamm L40 verfügt noch über ein zweites Reportergen, das Gen für die
bakterielle b-Galaktosidase (lacZ). Die erfolgreiche Interaktion zwischen Köder- und Fisch-Protein
und damit die Expression des lacZ-Gens kann durch die Umsetzung eines chromogenen Indikators in
ein farbiges Produkt erkannt werden.
2.3. Vorteile und Grenzen des 2-Hybrid-Systems
Vor der Entwicklung des 2-Hybrid-Systems war die Identifizierung von Protein-Protein-Interaktionen
sehr aufwendig. Es mußte auf extensive biochemische ‘Assay‘-Systeme und genetische ‘Screens‘
zurückgegriffen werden, um neue Bindungspartner für Proteine zu finden (Allen et al., 1995).
Das 2-Hybrid-System stellt dagegen eine sehr effektive Methode zur Isolierung neuer Protein-Protein-
Interaktionen dar, da sie lediglich auf der Aktivierung eines Reportergens beruht. Vor allem zeichnet
sich diese Methode gegenüber traditionellen Methoden dadurch aus, daß für ein Protein in sehr kurzer
Zeit sehr viele Interaktionspartner gefunden werden können. Innerhalb von zwei Wochen kann ein
‘Screening‘ nach Bindungspartnern für ein Protein durchgeführt werden. Außerdem interagieren die
zu untersuchenden Proteine direkt in Zellen miteinander. Aufgrund der hohen Sensitivität des Systems
können zudem noch Interaktionen detektiert werden, die mittels Methoden wie Immunpräzipitation
nicht mehr gefunden werden. Interaktionen mit einer Dissoziationskonstante unter 70 µM konnten im
2-Hybrid-System noch detektiert werden (Yang et al., 1995). Die hohe Sensitivität des Systems ist auf
mehrere Faktoren zurückzuführen. Einerseits werden die Hybridproteine aufgrund starker Promotoren
und der Verwendung von ‘high-copy‘-Plasmiden stark überexprimiert, was die Bildung von
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Komplexen sicherlich fördert. Andererseits wird wahrscheinlich die Stabilität der Interaktion zwischen
Köder- und Fisch-Protein durch die Interaktion der Aktivierungsdomäne des Fisch-Proteins mit dem
Transkriptionsinitiationskomplexes verstärkt. Die Bildung eines ternären Komplexes an dem Promoter
des Reportergens erhöht die Gesamtstabilität des Komplexes und damit auch die Wahrscheinlichkeit
der Detektion einer Interaktion (Allen et al., 1995). Außerdem werden die durch die Aktivierung des
Reportergens entstandenen Transkripte sicherlich mehrfach translatiert, so daß letztendlich multiple
Genprodukte pro Transkript vorhanden sind und das primäre Signal amplifiziert wird.
Trotz dieser Vorteile, die das 2-Hybrid-System gegenüber anderen Methoden aufweist, sind seine
Anwendungsmöglichkeiten begrenzt. Aufgrund der Tatsache, daß die DNS-Bindungs- und
Transaktivierungs-Hybrid-Proteine in den Kern translozieren, um dort die Aktivierung eines
Reportergens zu induzieren, können beispielsweise für eine Interaktion notwendige post-translationale
Modifikationen innerhalb des endoplasmatischen Retikulums wie Glykosylierungen und Bildung von
Disulfid-Brücken nicht stattfinden. Proteine, die sich im Zytoplasma nicht korrekt falten, können im 2-
Hybrid-System ebenfalls nicht untersucht werden. Allerdings ist es beispielsweise durch
Modifikationen des Systems möglich, Phosphotyrosin-abhängige Interaktionen zu untersuchen (s.o.).
Außerdem werden in Hefen Serin/Threonin-Kinasen exprimiert, so daß auch Phosphoserin- und
Phosphothreonin-abhängige Interaktionen detektiert werden könnnen.
Eine andere Limitation des Systems ist, daß einige Köder-Proteine die Transkription des Reportergens
in der Abwesenheit eines spezifischen Transaktivierungsdomänen-Hybridpartners induzieren können.
Diese Beobachtung kann damit erklärt werden, daß das Protein, das an die DNS-Bindungsdomäne
fusioniert wurde, entweder eine Funktion als Transkriptionsaktivator besitzt oder Domänen aufweist,
die wirklichen Transaktivierungsdomänen ähneln. Ob das zu untersuchende Köder-Protein diese
Eigenschaft aufweist, kann jedoch sehr einfach festgestellt werden, indem das Köder-Protein alleine
auf Aktivierung des Reportergens getestet wird. Ein anderes Problem bei der Anwendung des 2-
Hybrid-Systems ist die letale Wirkung einiger Proteine. Aufgrund der Konserviertheit vieler
essentieller zellulärer Prozesse in Eukaryoten ist es nicht überraschend, daß die Überexpression
bestimmter Gene in Hefe mit normalen zellulären Ereignissen interferiert.
Das bei der Durchführung von ‘2-Hybrid-Screens‘ am häufigsten beobachtete Problem ist jedoch die
Selektion falschpositiver Klone, die zunächst aufgrund ihrer Fähigkeit, die Transkription des
Reportergens in der Anwesenheit des Köder-Proteins zu aktivieren, isoliert werden. In anschließenden
2-Hybrid-Untersuchungen stellt sich jedoch heraus, daß diese Proteine mit einer Reihe anderer nicht
relevanter Bindungspartner ebenfalls interagieren können. Es wäre vorstellbar, daß diese Proteine
Oberflächen besitzen, die eine niedrige Bindungsaffinität für viele verschiedene Proteine aufweisen,
was in einer Komplexbildung mit diesen Proteinen im 2-Hybrid-System und letztendlich in der
Transkription des Reportergens resultiert. Desweiteren könnten solche Falschpositiven eine niedrige
Bindungsaffinität für sehr viele verschiedene Promoterelemente besitzen und aufgrund dieser
Eigenschaft auch das Reportergen aktivieren. Solche Falschpositiven können jedoch sehr leicht in 2-
Hybrid-Experimenten detektiert werden, indem die in einem ‘2-Hybrid-Screen‘ isolierten Proteine
zusammen mit einem nicht-relevanten Bindungspartner exprimiert werden und die Aktivierung des
Reportergens kontrolliert wird.
Aus diesen Ausführungen geht deutlich hervor, daß das 2-Hybrid-System gegenüber anderen
experimentellen Systemen viele Vorteile besitzt, jedoch auch in seinen Anwendungsmöglichkeiten
limitiert ist. Die meisten dieser Beschränkungen hängen jedoch von dem jeweils zu untersuchenden
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Protein, für das Interaktionspartner gefunden werden sollen, ab und stellen keine generellen Probleme
dieses Systems dar.
2.4. Varianten des 2-Hybrid-Systems
Das 2-Hybrid-System ist im Laufe der Zeit zu einem essentiellen genetischen Werkzeug geworden,
um Protein-Protein-Interaktionen zu untersuchen. In den letzten Jahren wurde diese Methode
weiterentwickelt. Eine Reihe von Varianten dieser Methode ermöglichen die Analyse von Protein-
Protein-Interaktionen, die mit dem herkömmlichen System nicht untersucht werden können.
(1) Das 3-Hybrid-System
Mit Hilfe des 3-Hybrid-Systems können Proteinkomplexe untersucht werden, in denen die Interaktion
zwischen zwei Proteinen durch ein drittes Protein vermittelt wird. Beispielsweise konnte in diesem
System die Grb2-vermittelte Interaktion zwischen der zytoplasmatischen Domäne des EGF Rezeptors
und Sos gezeigt werden (Zhang und Lautar, 1996). Einer abgewandelten Form dieses Systems liegt
zugrunde, daß einige Protein-Interaktionen von der Tyrosinphosphorylierung des einen
Bindungspartners abhängig sind. Osborne et al. entwickelten aus diesem Grund ein 3-Hybrid-System,
in dem als drittes Protein in den entsprechenden Hefen eine Tyrosinkinase exprimiert wird, und
konnten zeigen, daß die Interaktion zwischen dem IgE Rezeptor FceRIg und dem SH2-Domänen-
Protein ITAM von der Expression der Tyrosinkinase Lck abhängt (Osborne et al., 1995).
(2) Das reverse 2-Hybrid-System
Das reverse 2-Hybrid-System wurde entwickelt, um gegen die Interaktion zweier Proteine
selektionieren zu können. Unter Verwendung dieser Methode können Mutationen in Proteinen
identifiziert werden, die die Assoziation mit einem anderen Protein verhindern. Auch das ‘Screening‘
nach niedermolekularen Substanzen, die die Interaktion zweier Proteine unterbinden, wäre mit dieser
Methode denkbar. Das reverse 2-Hybrid-System macht sich die Tatsache zunütze, daß es in Hefe
‘gegenselektierbare‘ Reportergene gibt (Vidal et al., 1996). Beispielsweise werden Hefen durch die
Expression des URA3-Gens sensitiv für 5-Fluoro-Orotsäure (5-FOA). Können Köder- und Fisch-
Protein miteinander interagieren, kommt es zu der Transkription des URA3-Reportergens. Das daraus
resultierende Genprodukt setzt 5-FOA in eine für die Hefen toxische Substanz um, was letztendlich
das Wachstum dieser Zellen verhindert. Bei Anwesenheit einer Mutation oder einer niedermolekularen
Substanz, die die Interaktion von Köder- und Fisch-Protein unterbinden, kann das URA3-Reportergen
dagegen nicht aktiviert werden, so daß die Zellen in Anwesenheit von 5-FOA wachsen können. Damit
kann auf solche Klone selektioniert werden, in denen keine Interaktion zwischen Köder- und Fisch-
Protein stattfindet.
(3) Das ‘Sos Recruitment System‘ (SRS)
Das SR-System stellt eine Alternative zu dem herkömmlichen 2-Hybrid-System dar, da es die
Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen an der Hefe-Plasmamembran ermöglicht (Aronheim
et al., 1997). In diesem System können daher beispielsweise Interaktionen von Proteinen analysiert
werden, die eine Funktion als Transkriptionsfaktoren haben, was im 2-Hybrid-System aufgrund der
eigenen Transaktivierungs- und DNS-Bindungsdomänen dieser Proteine nicht möglich ist. Das SR-
System verwendet eine temperatursensitive Mutante des GEF-Proteins (‘guanyl nucleotide exchange
factor‘) im ras-Signalweg von Hefen (cdc25-2), das das ras-Protein bei 36°C nicht aktivieren kann.
Die Funktion dieses GEF-Proteins kann jedoch von dem Sos-Protein der Säugetiere übernommen
werden, wenn dieses in unmittelbare Nähe zur Zellmembran gebracht wird. Dies wird im SR-System
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durch zwei Hybrid-Proteine erreicht: Sos wird an das Protein X fusioniert und Protein Y wird mit
einem Myristoylierungssignal versehen, was in einer Lokalisierung an die Zellmembran resultiert.
Eine Interaktion zwischen Protein X und Y ermöglicht so die Aktivierung von ras durch Sos und im
folgenden ein Wachstum der Hefen bei 36°C.
Abbildung 5: Varianten des 2-Hybrid-Systems . (a) Im 3-Hybrid-System wird die Interaktion zwischen Protein X
und Y, die an eine DNS-Bindungsdomäne bzw. Transaktivierungsdomäne fusioniert sind, durch Protein Z
vermittelt. Nur in Anwesenheit von Z kommt es zu einer Aktivierung des Reportergens. (b) Im reversen 2-Hybrid-
System können Protein X und Y in Abwesenheit eines Dissoziationsfaktors (D) miteinander interagieren und das
Reportergen für das URA3-Genprodukt aktivieren. Damit kann 5-FOA in ein für die Hefezellen toxisches
Produkt umgesetzt werden. In Anwesenheit von D oder durch eine Mutation von Y wird dagegen die Interaktion
zwischen X und Y verhindert. (c) Das SR-System ermöglicht die Untersuchung von Protein-Interaktionen an der
Zellmembran. Protein X wird an das GEF-Protein Sos fusioniert, und Protein Y wird durch ein
Myristoylierungssignal an der Zellmembran verankert. Durch eine Interaktion zwischen X und Y wird Sos in die
unmittelbare Nähe des Membran-assoziierten Ras gebracht und so der ras-Signalweg aktiviert. UAS, ‘upstream
activating sequence‘.
2.5. Das 2-Hybrid System in der Post-Genom-Ära
Die Sequenzierung des menschlichen Genoms, die im Jahre 2000 abgeschlossen wurde, gibt
Aufschluß über den Gesamtbestand an Genprodukten des menschlichen Organismus. Nun werden
Anstrengungen unternommen, die zelluläre Funktion dieser 100 000 menschlichen Genprodukte
aufzuklären. Mit Hilfe einer Reihe von experimentellen Techniken sollen einerseits auf DNS-Ebene
und andererseits auf Protein-Ebene individuelle Genfunktionen erforscht werden (Dutt und Lee,
2000).
Die Untersuchung der mRNS-Expression mittels ‘DNS-Microarrays‘ kann beispielsweise
Unterschiede in der Genexpression während der Entwicklung oder zwischen verschiedenen Zelltypen
detektieren. Durch das Ausschalten jedes einzelnen Gens (‘Knockout-Untersuchungen‘) können
ebenfalls Informationen über die entsprechenden Genprodukte erhalten werden. Auch die
Identifizierung von Homologien zu bekannten Proteinen anderer Organismen kann dabei helfen,
einigen Proteinen eine putative Funktion zuzuschreiben (McDonald und Yates, 2000).
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Letztendlich wird jedoch nur die Untersuchung der Proteine selbst ihre Funktion aufklären. Die
Analyse der Expression, Lokalisation und Interaktion von Proteinen wird zusammenfassend als
‘Proteomics‘ bezeichnet. In der Proteomics-Forschung werden anhand einer Kombination
verschiedener Techniken wie 2D-Gelelektrophorese, Massenspektroskopie, Aminosäure-
Sequenzierung aber auch extensiver Protein-Interaktionsstudien Proteine quantifiziert und
charakterisiert (Chambers et al., 2000). Gerade die Kartierung aller Proteininteraktionen eines
Organismus könnte Aufschluß über die Funktion bislang völlig unbekannter Proteine dadurch geben,
daß diese in Zusammenhang mit Proteinen gebracht werden könnten, deren Funktion bereits
aufgeklärt ist. Neben der Massenspektroskopie werden zur Zeit Hochdurchsatz-2-Hybrid-Techniken
entwickelt, um die genomweite Untersuchung von Protein-Interaktionen durchführen zu können (Chen
und Han, 2000). Mittels Hochdurchsatz-2-Hybridtechniken konnten bereits von zwei verschiedenen
Forschergruppen unbekannte Protein-Interaktionen in C. elegans und S. cervisiae detektiert werden
(Uetz et al., 2000; Walhout et al., 2000). Beide Forschergruppen wendeten eine effiziente,
kosteneffektive Strategie an, um zunächst möglichst viele kodierende Sequenzen zu amplifizieren und
mittels einer Rekombinationsreaktion in Köder- und Fisch-2-Hybrid-Vektoren zu klonieren. Auf diese
Weise stellten sie sowohl DNS-Bindungs- als auch Transaktivierungs-Domänen-cDNS-Bibkiotheken
her, die getrennt in einen haploiden a- bzw. a-Hefestamm transfektiert wurden. Nach einer Paarung
der haploiden Hefen (‘Mating‘) werden die nun diploiden Hefen auf Aktivierung eines Reportergenes,
d.h. auf Interaktion von Köder- und Fisch-Protein, getestet. Uetz et al. konnten so unter Verwendung
von DNS-Bindungsdomänen- und Transaktivierungsdomänen-Bibliotheken, in denen alle kodierenden
Sequenzen des Hefegenoms (ca. 6000) vertreten waren, 957 interagierende Protein-Paare
identifizieren (Uetz et al., 2000). Über eine computergestützte Analyse der Daten konnten bisher
nicht-charakterisierte Proteine in einen biologischen Kontext eingeordnet werden und neue
Interaktionen zwischen bekannten Proteinen detektiert werden, die biologische Funktionen in einen
größeren zellulären Zusammenhang bringen. Es ist ersichtlich, daß diese Methode eine potente
Technik darstellt, um die durch die Sequenzierung des Genoms aufgeworfene Frage nach der Funktion
der jeweiligen Genprodukte über ihre Einordnung in Proteinkomplexe, -netzwerke und
Signaltransduktionswege in einem gewissen Maße beantworten zu können. Sicherlich könnte man
diese Methode auf die Analyse des wesentlich umfangreicheren menschlichen Genoms ausweiten, um
die Entstehung menschlicher Krankheiten besser verstehen zu können und neue therapeutische
Ansatzpunkte zu finden (Chen und Han, 2000).
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3. Aufgabenstellung
Das IGF-1 Rezeptor-Signalsystem spielt eine wichtige Rolle bei der Proliferation und dem Überleben
von Tumorzellen. Die Überexpression von Ligand und/oder Rezeptor ist eine Eigenschaft vieler
Tumorzellinien und kann zu der Bildung von Tumoren in Tiermodellen führen. Außerdem ist der
aktivierte IGF-1 Rezeptor an der Vermittlung der transformierenden Aktivität verschiedener
Onkogene beteiligt. Umgekehrt resultiert eine Interferenz mit dem IGF-1 Rezeptor-Signalsystem in
einer Reversion des transformierten Phänotyps und in einer Inhibition des Tumorwachstums.
Einige Signalproteine, die an den IGF-1 Rezeptor binden, wurden bereits identifiziert (IRS-1, SHC,
p85 etc.). Keines dieser Signalproteine ist jedoch spezifisch für diesen Rezeptor, sondern all diese
Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors sind auch an den Signalwegen anderer Rezeptor-
Tyrosinkinasen vor allem des sehr verwandten Insulin Rezeptors beteiligt. Damit können diese
Proteine nicht ausschließlich für die Vermittlung der spezifischen biologischen Funktionen des IGF-1
Rezeptors verantwortlich sein. Daher ist anzunehmen, daß weitere bislang nicht identifizierte
spezifische Bindungspartner für den IGF-1 Rezeptor existieren, die an der Signalweiterleitung der
tumorigenen Effekte des Rezeptors beteiligt sind und aus diesem Grund interessante therapeutische
Angriffspunkte für die Krebsforschung darstellen könnten.
Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war, solche IGF-1 Rezeptor-interagierenden Proteine mittels
des ‘Hefe-2-Hybrid-Systems‘ zu identifizieren. Die Spezifität der Bindung sollte über die Analyse der
Interaktion zwischen diesen Proteinen und anderen Rezeptor-Tyrosinkinasen einschließlich des sehr
verwandten Insulin-Rezeptors ebenfalls im ‘2-Hybrid-System‘ evaluiert werden. Spezifische IGF-1
Rezeptor-interagierende Proteine sollten dann in Bezug auf ihre Bindung an den IGF-1 Rezeptor näher
charakterisiert und ihre funktionelle Relevanz im IGF-1-Signalsystem aufgeklärt werden.
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Material und Methoden
1. Material
1.1. Chemikalien und biochemische Reagenzien
Alle unten nicht aufgeführten Lösungsmittel, Chemikalien und Medienbestandteile wurden von Roche
Molecular Biochemicals (Mannheim), von Merck (Darmstadt), von GibcoBRL (Eggenstein) und von
Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen. Soweit nicht anders vermerkt, stammten alle Enzyme,
Reaktionspuffer, Nukleotide, Längenstandards und sonstige molekularbiologische Reagenzien von
Roche Molecular Biochemicals (Mannheim) oder GibcoBRL (Eggenstein).
Enzyme und Chemikalien Bezugsquelle
Aerosil Degussa, Frankfurt
b-Mercaptoethanol Fluka, Neu-Ulm
Alkalische Phosphatase Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Big Dye Terminator RR-Mix Applied Biosystems, Weiterstadt
Bromphenolblau Serva, Heidelberg
Coomassie Biorad, München
DEAE Sepharose fast flow Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
ECL Western Blotting Detection Reagents Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Ethidiumbromid Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Exonuklease I Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (PCI) Serva, Heidelberg
Rainbow coloured protein Marker Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Tris-HCl-Polyacrylamid-Gele (7,5 bzw. 12 %) Biorad, München
Tween-20 Serva, Heidelberg
1.2. Standardpuffer
Puffer Zusammensetzung
PBS 137 mM Nacl, 2,7 mM KCl,
4,3 mM Na2HPO4»7 H2O, 1,4 mM KH2PO4, pH 7,4
SSC, 20x 3 M NaCl, 0,3 M Na-Citrat, pH 7,0
TAE, 10x 0,4 M Tris-Acetat, 0,2 M Eisessig, 0,1 M EDTA,
pH 8,4
1.3. Geräte
Geräte Bezugsquelle
3CCD-Farbvideokamera DXC-950P Sony, Köln
Agarose-Gelelektrophorese-Kammer GibcoBRL, Eigenstein
CO2-Brutschrank Heraeus Instruments, München
Elektroporationsapparatur Biorad, München
ELISA-Reader Tecan
Fluoreszenzmikroskop BX-60 Olympus, Hamburg
GeneAmp PCR System 9600 Perkin Elmer Cetus, Norwalk, USA
Kapillarsequenziergerät 310 Applied Biosystems, Weiterstadt
Mikroskop Zeiss, Oberkochen
SDS-PAGE-Kammer Biorad, München
Spektrophotometer Uvikon 931 Kontron Instruments, Mailand, Italien
Tischzentrifuge Eppendorf, Hamburg
UV-Stratalinker Stratagene, Heidelberg
Westernblot-Apparatur Biorad, München
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Geräte Bezugsquelle
Zentrifuge, RC-5B Sorvall, Bad Homburg
1.4. ‘Kits‘ und fertige Lösungen
Kits und fertige Lösungen Bezugsquelle
Blocking Solution Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Cell Proliferation Reagent WST-1 Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
DIG Easy Hyb Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
DIG Wash and Block Buffer Set Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
DyeEx Spin Kit Qiagen, Hilden
Glutathion-Sepharose 4B Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
High Pure PCR Purification Kit Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
High Pure Plasmid Isolation Kit Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
PCR DIG Probe Synthesis Kit Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Plasmid Midi Kit Qiagen, Hilden
Protein Assay Dye Reagent Biorad, München
Qiaquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
Rapid DNA Ligation Kit Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Titan One Tube RT-PCR System Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen, Leek, Niederlande
Tripure Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
1.5. Oligonukleotide
Die Oligonukleotide wurden bei MWG (München) synthetisiert.
Oligonukleotid 5‘-3‘-Sequenz Verwendung
I1-sense TCCGGAATTCCCGGGGAGAAAGAGAA
ATAACAGCAGGCTGG
Klonierung der zp Domäne des
IGF-1R in BTM116
I1-reverse TCCGGTCGACGGATCCAAGGATCAGCA
GGTCGA
Klonierung der zp Domäne des
IGF-1R in BTM116
I2-sense TCCGGAATTCAGAAAGAGAAATAACA
GCAGGCTGG
Klonierung der zp Domäne des
IGF-1R in BTM116
IIP-1-sense GAAACCCACAGGAGGCAA Klonierung von IIP-1 in pCR2.1
IIP-1-reverse GGTCATCATCGCAGGGTC Klonierung von IIP-1 in pCR2.1
VP16-IIP-1-sense AGCTTGCGGCCGCTCATCATGCCGCTG
GGACTGGG
Klonierung von IIP-1 in VP16
VP16-IIP-1-reverse AGCTTGCGGCCGCGAATTCCTAGTAGC
GGCCGACCT
Klonierung von IIP-1 in VP16
VP16-IIP-1/p26-sense AGCTTGCGGCCGCTCATTATGTTCTGC
ACCCTGAACACC
Klonierung von IIP-1/p26 in
VP16
PDZ-sense AGCTTGCGGCCGCTCGGGCTGGAGGAC
TTCATCT
Klonierung der PDZ-Domäne von
IIP-1 in VP16
PDZ-reverse AGCTTGCGGCCGCGAATTCCTAGCGGC
CAGCCGCTGAAC
Klonierung der PDZ-Domäne von
IIP-1 in VP16
PDZDN-sense AGCTTGCGGCCGCTCGGGGCCGGCTAC
GCC
Klonierung der PDZ-Domäne von
IIP-1 mit N-term. Delet. in VP16
PDZDN-reverse GCGGCCGCGAATTCCTATTCTGTGAGT
TTGAGGGTG
Klonierung der PDZ-Domäne von
IIP-1 mit N-term. Delet. in VP16
PDZDC-sense AGCTTGCGGCCGCTCGGGCAGCGCAAA
GAGGT
Klonierung der PDZ-Domäne von
IIP-1 mit C-term. Delet. in VP16
PDZDC-reverse AGCTTGCGGCCGCGAATTCCTAGCCCA
GCAGGCTCTGC
Klonierung der PDZ-Domäne von
IIP-1 mit C-term. Delet. in VP16
IGF-1R*-sense AATTCCCGGGGCGGGCCTTGCCGCTGC
CCCAGTCTTCGACCTGCTGAG
Klonierung eines C-terminalen
IGF-1R-Peptids in BTM116
IGF-1R*-reverse TCGACTCAGCAGGTCGAAGACTGGGGC
AGCGGCAAGGCCCGCCCCGGG
Klonierung eines C-terminalen
IGF-1R-Peptids in BTM116
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Oligonukleotid 5‘-3‘-Sequenz Verwendung
IR*-sense AATTCCCGGGGCGGATTCTGACCTTGC
CTCGGTCCAATCCTTCCTGAG
Klonierung eines C-terminalen
IR-Peptids in BTM116
IR*-reverse TCGACTCAGGAAGGATTGGACCGAGG
CAAGGTCAGAATCCGCCCCGGG
Klonierung eines C-terminalen
IR-Peptids in BTM116
IR*NPS®STC-sense AATTCCCGGGGCGGATTCTGACCTTGC
CTCGGTCCTCGACCTGCTGAG
Klonierung eines C-terminalen
mut. IGF-1R-Peptids in BTM116
IR*NPS®STC-reverse TCGACTCAGCAGGTCGAGGACCGAGG
CAAGGTCAGAATCCGCCCCGGG
Klonierung eines C-terminalen
mut. IGF-1R-Peptids in BTM116
IGF-1R*S®N-sense AATTCCCGGGGCGGGCCTTGCCGCTGC
CCCAGTCTAATACCTGCTGAG
Klonierung eines C-terminalen
mut. IGF-1R-Peptids in BTM116
IGF-1R*S®N-reverse TCGACTCAGCAGGTATTAGACTGGGGC
AGCGGCAAGGCCCGCCCCGGG
Klonierung eines C-terminalen
mut. IGF-1R-Peptids in BTM116
IGF-1R*T®P-sense AATTCCCGGGGCGGGCCTTGCCGCTGC
CCCAGTCTTCGCCTTGCTGAG
Klonierung eines C-terminalen
mut. IGF-1R-Peptids in BTM116
IGF-1R*T®P-reverse TCGACTCAGCAAGGCGAAGACTGGGG
CAGCGGCAAGGCCCGCCCCGGG
Klonierung eines C-terminalen
mut. IGF-1R-Peptids in BTM116
IGF-1R*C®S-sense AATTCCCGGGGCGGGCCTTGCCGCTGC
CCCAGTCTTCGACCTCCTGAG
Klonierung eines C-terminalen
mut. IGF-1R-Peptids in BTM116
IGF-1R*C®S-reverse TCGACTCAGGAGGTCGAAGACTGGGG
CAGCGGCAAGGCCCGCCCCGGG
Klonierung eines C-terminalen
mut. IGF-1R-Peptids in BTM116
Tre-IIP-1-sense AGCTCAGAATTCATGGACTACAAGGAC
GACGA
Klonierung von IIP-1 in pTre
Tre-IIP-1-reverse AGCTCAGGATCCCTAGTAGCGGCCGAC
CTTG
Klonierung von IIP-1 in pTre
IIP-10-sense AGCTTGCGGCCGCAGATGTCGAGACCC
CGGAAG
Klonierung von IIP-10 in pcDNA-
flag
IIP-10-reverse AGCTTGCGGCCGCGAATTCTTAACTTG
GTTCCTTTTCCTC
Klonierung von IIP-10 in pcDNA-
flag
p85a-sense GGGAATGAAAATACCGAAG DIG-markierte p85a-Sonde
p85a-reverse GGGAGGTGTGTTGATAATGTAG DIG-markierte p85a-Sonde
p85b-sense CTGATGGAGGATGAGGACG DIG-markierte p85b-Sonde
p85b-reverse CTGCACAAGTGATGCGAGC DIG-markierte p85b-Sonde
p55-sense TGGTTTGTTGAGGATATCAATC DIG-markierte p55-Sonde
p55-reverse CTGTGCATGAACAGGGTAG DIG-markierte p55-Sonde
Grb10-sense TATCCTAAGCAGCCAAAGCCC DIG-markierte Grb10-Sonde
Grb10-reverse AGCTGGATCAGATCGGAGAAC DIG-markierte Grb10-Sonde
14-3-3-sense CAGTCACAGAACAGGGGC DIG-markierte 14-3-3-Sonde
14-3-3-reverse ATCTCCTTTCATTTTCAAGTAG DIG-markierte 14-3-3-Sonde
s-IIP1-sense ATGCCGCTGGGACTGGGG DIG-markierte IIP-1-Sonde
s-IIP-1-reverse CTAGTAGCGGCCGACCTTG DIG-markierte IIP-1-Sonde
BTM116s TCAGCAGAGCTTCACCATTG 5‘-Sequenzierung von BTM116
M12 GAGCAGATGTTTACCGATGCCC 5‘-Sequenzierung von VP16
M13 GTAAAACGACGGCCAGT 3‘-Sequenzierung von VP16
Oligo52 CGCGTTTGGAATCACTACAGGGATG 5‘-Sequenzierung von pGAD1318
Oligo53 AGAATTGAGATGGTGCACGATGCAC 3‘-Sequenzierung von pGAD1318
1.6. Plasmide und cDNS-Bibliotheken
Plasmid Beschreibung Bezugsquelle Zitat
BTM116 2-Hybrid-Köder-Vektor, der für
die LexA-BD und den TRP1-
Marker, dessen Expression
Wachstum auf Trp-freiem
Medium ermöglicht, kodiert
W. Birchmeier, MDC,
Berlin
(Weidner et al., 1996)
BTM116-IR,-met,
-ret,-ros,-kit,-fms
BTM116, der für zytopl. Domäne
des IR, met, ret, ros, kit bzw. fms
kodiert
W. Birchmeier, MDC,
Berlin
(Weidner et al., 1996)
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Plasmid Beschreibung Bezugsquelle Zitat
VP16 2-Hybrid-Fisch-Vektor, der für
die VP16-AD und den LEU2-
Marker, dessen Expression
Wachstum auf Leu-freiem
Medium ermöglicht, kodiert
W. Birchmeier, MDC,
Berlin
(Weidner et al., 1996)
VP16-PDZ1,
VP16-PDZ2
VP16, der für PDZ1 bzw. PDZ2
kodiert
W. Birchmeier, MDC,
Berlin
pGAD1318 2-Hybrid-Expressionsvektor, der
für die Gal4-AD und den LEU2-
Marker, dessen Expression
Wachstum auf Leu-freiem
Medium ermöglicht, kodiert
J. Camonis, Institut
Curie, Paris,
Frankreich
(Germani et al., 1999)
pGex5X1 bakterieller Expressionsvektor,
der für die Glutathion-S-
Transferase kodiert
Amersham Pharmacia
Biotech, Freiburg
pRK5-1714 eukaryotischer Expressionsvektor,
der für den wt hIGF-1R kodiert
A. Ullrich, MPI f.
Biochemie, Martinsried
(Guo et al., 1995)
pRK5-1564 eukaryotischer Expressionsvektor,
der für den hIGF-1R mit K/A-
Mutation an Position 1033 kodiert
A. Ullrich, MPI f.
Biochemie, Martinsried
(Guo et al., 1995)
pCMV-IR eukaryotischer Expressionsvektor,
der für den hIR kodiert
A. Ullrich, MPI f.
Biochemie, Martinsried
(Kellerer et al., 1998)
pCR2.1 Klonierungsvektor Invitrogen, Leek,
Niederlande
pcDNA3.1flag
Neo
eukaryotischer Expressionsvektor
mit Neomycin-Resistenz, der für
den flag-Tag kodiert
(MDYKDDDDKGRPQIL)
W. Birchmeier, MDC,
Berlin
(Weidner et al., 2000)
pcDNA3.1Hygro eukaryotischer Expressionsvektor
mit einer Hygromycinresistenz
Invitrogen, Leek,
Niederlande
pTre eukaryotischer Expressionsvektor
für das tet-on-System
Clontech, Heidelberg
cDNS-Bibliothek Beschreibung Bezugsquelle Zitat
Maus-Embryo-
cDNS-Bibliothek
E10,5 in VP16
2-Hybrid-cDNS-Bibliothek,
Insertgröße 0,3-0,7 kb, Anzahl
unabhängiger Klone 5x106,
Inserts NotI/NotI kloniert
W. Birchmeier, MDC,
Berlin
(Weidner et al., 1996)
Jurkat-cDNS-
Bibliothek in
pGAD1318
2-Hybrid-cDNS-Bibliothek,
Insertgröße 1-2 kb, Anzahl
unabhängiger Klone 1-2x106,
Inserts EcoRI/NotI kloniert
J. Camonis, Institut
Curie, Paris,
Frankreich
(Germani et al., 1999)
1.7. Antikörper
Antikörper Verwendung/Verdünnung Bezugsquelle
anti-IGF-1R-Antikörper, b-
Untereinheit (C-20)
Western-Blot (0,2 µg/ml) Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, USA
anti-IGF-1R-Antikörper, a-
Untereinheit (Ab-1)
Immunfluoreszenz (2 µg/ml) Oncogene, Cambridge, USA
anti-IR-Antikörper, b-
Untereinheit (C19)
Western-Blot (0,2 µg/ml) Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, USA
anti-Phosphotyrosin-Antikörper
(4G10)
Western-Blot, Hefe-Kolonieblot
(1 µg/ml)
Upstate Biotechnology, Lake
Placid, USA
anti-flag-Antikörper (M2) Western-Blot (2 µg/ml),
Immunfluoreszenz (10 µg/ml)
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
anti-flag-Agarose Immunpräzipitation Sigma-Aldrich, Deisenhofen
anti-MAPK-active Western-Blot (1:500) Promega, Madison, USA
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Antikörper Verwendung/Verdünnung Bezugsquelle
anti-MAPK Western-Blot (1:500) Promega, Madison, USA
anti-DIG-AP, Fab-Fragmente Northern-Blot, Southern-Blot
(1:500)
Roche Molecular Biochemicals,
Mannheim
anti-Kaninchen IgG-POD Western-Blot (0,4 µg/ml) Dianova, Hamburg
anti-Maus IgG-POD Western-Blot (0,4 µg/ml) Dianova, Hamburg
anti-Kaninchen IgG-Cy2 Immunfluoreszenz (1,5 µg/ml) Dianova, Hamburg
anti-Kaninchen IgG-Cy3 Immunfluoreszenz (1,5 µg/ml) Dianova, Hamburg
anti-Maus IgG-Cy2 Immunfluoreszenz (1,5 µg/ml) Dianova, Hamburg
anti-Maus IgG-Cy3 Immunfluoreszenz (1,5 µg/ml) Dianova, Hamburg
1.8. Bakterienstämme
E. coli Stamm Genotyp Verwendung
DH5a F-endA1recA1hsdR17(rk
-,mk
+)supE44thi-1gyrA96
relA1f80lacZDM15D(lacZYA-argF)U169
Klonierung, Plasmid-
Amplifikation
HB101 F-D(gpt-ptoA)62leuB6glnV44ara-14galK2lacY1D
(mcrC-mrr)rpsL20(Str1)xyl-5mtl-1recA13
Elektroporation, Plasmid-
Amplifikation
BL21 F-ompTgal[dcm][lon]hsdSB(rb
-,mb
-) Proteinexpression
1.9. Bakterienmedien
Medium Zusammensetzung (1 Liter)
LB (Luria Broth)
Platten:
10 g Bacto-Trypton (1 %)
5 g Bacto-Hefe-Extrakt (0,5 %)
5 g NaCl, (0,5 %) pH 7,4; bei Bedarf Zugabe von 100 µg/ml Ampicillin
+ 15 g Bacto-Agar
SOC 20 g Bacto-Trypton (2 %)
5 g Bacto-Hefe-Extrakt (0,5 %)
0,584 g NaCl (10 mM)
0,186 g KCl (2,5 mM)
2,03 g MgCl26H2O (10 mM)
2,46 g MgSO47H2O (10 mM)
20 ml 1M Glukose (20 mM)
5xM9-Salze 42,51 g Na2HPO42H2O
2,5 g NaCl
15 g KH2PO4
5 g NH4 Cl
M9/-Leu-
Minimalmedium
Platten:
100 ml Hefe-Leu-Medium (siehe 1.11.)
200 ml 5xM9-Salze
4 ml 10mg/ml Prolin
1 ml 1M Thiamin
10 ml 40% Glukose
0,5 ml 100 mg/ml Ampicillin
+ 15 g Bacto-Agar
LB- und SOC-Medium und 5xM9-Salze wurden für 20 min bei 121°C und 2 bar autoklaviert; Glukose-, Prolin-
und Thiaminlösungen wurden sterilfiltriert und nach dem Autoklaviervorgang hinzugefügt.
1.10. Hefestämme
Für die 2-Hybrid-Experimente wurde der S.cerevisiae Stamm L40 verwendet, der als Reportergene
lacZ und HIS3 genomisch vor der UAS-Sequenz (‘upstream activating sequence‘) für die LexA-DNS-
Bindungsdomäne integriert hat. Auf Interaktion von Köder- und Fisch-Protein kann somit in His-
freiem Medium (Wachstum) oder durch Zugabe von Xgal (Blaufärbung) oder ONPG (Gelbfärbung)
selektioniert werden. Außerdem sind die Gene TRP1 und LEU2 in dem Hefestamm L40 ausgeschaltet,
so daß eine erfolgreiche Transfektion mit dem Köder-Vektor BTM116 und/oder den Fisch-Vektoren
VP16 bzw. pGAD1318 durch Wachstum in Trp- und/oder Leu-freiem Medium angezeigt wird.
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Der Genotyp von L40 sieht wie folgt aus:
MATahis3D200trp1-901leu2-3,-112ade2LYS::(lexAop)4-HIS3, URA3(lexAop)8-lacZgal4
1.11. Hefemedien
1.11.1. ‘10xAminosäure-Dropout-Lösungen‘
-THULL -TL -T -L
L-Isoleucin   300 mg/l   300 mg/l   300 mg/l   300 mg/l
L-Valin 1500 mg/l 1500 mg/l 1500 mg/l 1500 mg/l
Adenin Hemisulfat-Salz   200 mg/l   200 mg/l   200 mg/l   200 mg/l
L-Arginin HCl   200 mg/l   200 mg/l   200 mg/l   200 mg/l
L-Histidin HCl Monohydrat   200 mg/l   200 mg/l   200 mg/l
L-Leucin 1000 mg/l
L-Lysin HCl   300 mg/l   300 mg/l   300 mg/l
L-Methionin   200 mg/l   200 mg/l   200 mg/l   200 mg/l
L-Phenylalanin   500 mg/l   500 mg/l   500 mg/l   500 mg/l
L-Threonin 2000 mg/l 2000 mg/l 2000 mg/l 2000 mg/l
L-Tryptophan   200 mg/l
L-Tyrosin   300 mg/l   300 mg/l   300 mg/l   300 mg/l
Uracil   200 mg/l   200 mg/l   200 mg/l
Die ‘10x Dropout-Lösungen‘ wurden für 20 min bei 121°C und 2 bar autoklaviert.
1.11.2. Medien
Medium Zusammensetzung (1 Liter)
YPD
Platten:
20 g Bacto-Pepton
10 g Hefe-Extrakt
50 ml 40 % Glukose
+ 15 gBacto-Agar
10xSD-Medium 67 g ‘Nitrogen base without amino acids‘, pH 5,8
Minimalmedien
Platten:
100 ml 10xSD-Medium
100 ml 10xAminosäure-Dropout-Lösung
50 ml 40 % Glukose
+ 15 gBacto-Agar
YPD- und 10xSD-Medium wurden für 20 min bei 121°C und 2 bar autoklaviert; Die Glukoselösung wurde
sterilfiltriert und nach dem Autoklaviervorgang hinzugefügt.
1.12. Zellen und Zellinien
Zellinie/ Zelltyp Bezugsquelle Medium
NIH3T3-I24 A. Ullrich, MPI f. Biochemie, Martinsried DMEM, 10 % FCS, 10 mM L-Glu,
0,4 mg/ml G418
HEK 293 R. Schumacher, Roche Pharma, Penzberg DMEM, 10% FCS, 10 mM L-Glu
MCF-7 K. M. Weidner, Roche Pharma, Penzberg DMEM, 10% FCS, 10 mM L-Glu
tet-MCF-7 M. Kubbies, Roche Pharma, Penzberg DMEM, 10 % FCS, 10 mM L-Glu,
0,5 mg/ml G418
G361 K. M. Weidner, Roche Pharma, Penzberg DMEM, 10% FCS, 10 mM L-Glu
SW480 K. M. Weidner, Roche Pharma, Penzberg DMEM, 10% FCS, 10 mM L-Glu
MOLT-3 M. Kubbies, Roche Pharma, Penzberg RPMI1416, 10% FCS, 10 mM L-Glu
Daudi M. Kubbies, Roche Pharma, Penzberg RPMI1416, 10% FCS, 10 mM L-Glu
HL-60 M. Kubbies, Roche Pharma, Penzberg RPMI1416, 10% FCS, 10 mM L-Glu
HUVEC N. Dimoudis, Roche Pharma, Penzberg RPMI1416, 10% FCS, 10 mM L-Glu
HMEC U. Weidle, Roche Pharma, Penzberg MEGM
SAEC N. Dimoudis, Roche Pharma, Penzberg SAGM
Aminosäuren
Dropout-Lsg.
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Zellinie/ Zelltyp Bezugsquelle Medium
humane Keratinozyten
(Vorhaut)
N. Dimoudis, Roche Pharma, Penzberg Definiertes Keratinozyten Medium
humane Fibroblasten
(Vorhaut)
N. Dimoudis, Roche Pharma, Penzberg DMEM, 10% FCS, 10 mM L-Glu
1.13. Zellkulturmedien, Zusätze und Lösungen
Wenn nicht anders vermerkt, wurden die Zellkulturmedien, Zusätze und Lösungen von Roche
Molecular Biochemicals (Mannheim) bezogen.
Name Bezugsquelle
MEGM BioWhittaker, Walkersville, USA
SAGM Gibco, Eggenstein
Zell-Dissoziationspuffer Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Definiertes Keratinozyten Medium Gibco, Eggenstein
FKS Hyclone, Logan, USA
FKS, Tetracyclin-frei Clontech, USA
MTT Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Doxycyclin Clontech, USA
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2. Methoden
2.1. Molekularbiologische Methoden
Alle grundlegenden molekularbiologischen Methoden wurden entweder wie in (Sambrook et al.,
1989) oder unter Verwendung der oben aufgeführten ‘Kits‘ durchgeführt.
2.1.1. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Für die meisten Klonierungen wurde eine PCR-Reaktion durchgeführt. Dazu wurde die DNS-
Polymerase Pwo verwendet, da dieses Enzym durch eine 3‘-5‘-Exonuklease-Aktivität geringere
Mutationsraten aufweist als die Taq-Polymerase. In einem 50 µl-Ansatz wurden je 20 pmol der
entsprechenden Oligonukleotide und 100 ng ‘Template‘ eingesetzt und laut Herstellerangaben DNS-
Polymerase und Desoxynukleotide zugesetzt.
Die PCR-Methode wurde ebenfalls verwendet, um für Northern Blot- und Southern Blot-Analysen
DIG-markierte Sonden herzustellen. Dazu wurde der ‘PCR DIG Synthesis Kit‘ angewendet und die
Reaktionen laut Vorschrift durchgeführt.
Alle PCR-Reaktionen wurden in einem ‘Gene Amp PCR System 9600-Gerät‘ durchgeführt.
2.1.2. RT-PCR
Um die volle Länge cDNS von IIP-1 zu klonieren, wurde eine RT-PCR-Reaktion unter Verwendung
des ‘Titan One Tube RT-PCR Systems‘ durchgeführt. Mit diesem System ist eine Ein-Schritt-RT-PCR
möglich, bei der cDNS-Synthese und PCR zwar nacheinander aber ohne erneute Zugabe von
Reagenzien erfolgen kann. Für die Erststrang-Synthese wird die reverse Transkriptase des AMV-Virus
(avian myeloblastosis virus) und für den PCR-Teil der Reaktion eine Mischung aus Taq und Pwo-
Polymerase verwendet. Die Durchführung der RT-PCR-Reaktion erfolgte laut Hersteller unter
Verwendung von 100 ng Gesamt-RNS aus MCF-7 Zellen.
Die RT-PCR-Reaktion wurde in einem ‘Gene Amp PCR System 9600-Gerät‘ durchgeführt.
2.1.3. Sequenzierung
Die Sequenzierung von Plasmiden und PCR-Fragmenten erfolgte nach der Dideoxynukleotid-Methode
(Sanger et al., 1977) unter Verwendung Fluoreszenz-markierter Dideoxynukleotide. Ein 20 µl-
Sequenzieransatz enthielt 500 ng Plasmid-DNS bzw. 100 ng PCR-Fragment, 10 pmol Sequenzier-
Oligonukleotid und 4 µl BigDye Terminator RR-Mix. Eine ‘Cycle-Sequencing‘-PCR-Reaktion wurde
anschließend in einem ‘Gene Amp PCR System 9600-Gerät‘ durchgeführt. Der Sequenzieransatz
wurde unter Verwendung des ‘DyeEx Spin Kit‘ aufgereinigt. 5 µl des Eluats wurden in einem
Kapillarsequenziergerät analysiert.
2.1.4. Isolierung von Gesamt-RNS
Die Isolierung von Gesamt-RNS erfolgte nach dem von Chomczynski und Sacchi beschriebenen Ein-
Schritt-Verfahren unter Verwendung von ‘Tripure‘ (Chomczynski und Sacchi, 1987).
Adhärent wachsende Zellen wurden direkt in den Zellkulturflaschen lysiert. Die anschließende RNS-
Extraktion wurde nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Zur Bestimmung der Konzentration der
in DEPC-H2O gelösten RNS wurde in einem Spektrophotometer die Absorption der Lösung bei einer
Wellenlänge von 260 nm gemessen und aus dem Quotienten A260/280 der Reinheitsgrad berechnet.
2.1.5. Northern-Blot-Analyse mit DIG-markierten Sonden
Ein bereits fertiger ‘Multiple Tissue Northern Blot‘, auf dem jeweils 1 µg PolyA+-RNS des
entsprechenden Gewebes aufgetragen war, bzw. ein bereits fertiger ‘Multiple Tissue Expression
Array‘, auf dem jedes der 76 Felder 58-760 ng polyA+-RNS enthält ,wurden von der Firma Clontech
(Heidelberg) bezogen. Beide Blots wurden mit einer IIP-1-spezifischen DIG-markierten Sonde
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analysiert. Dazu wurden die Blots zunächst für 1 h bei 50°C in ‘DIG Easy Hyb‘ prähybridisiert. Die
DIG-markierte Sonde wurde für 10 min bei 95°C denaturiert und sofort in frische
Hybridisierungslösung gegeben (0,25 ng/ml DIG Easy Hyb). Die Membran wurde in dieser Lösung
üN bei 50°C inkubiert. Der Blot wurde anschließend zweimal 5 min mit 2xSSC, 0,1 % SDS bei RT
und zweimal 15 min mit 0,1xSSC, 0,1 % SDS bei 65°C gewaschen. Die weiteren Schritte zur
Detektion der DIG-markierten Sonden erfolgte wie vom Hersteller für das ‘DIG Wash and Block
BufferSet‘ beschrieben. Als Substrat diente CDP-Star, welches durch die an die DIG-spezifischen
Antikörper konjugierte Alkalische Phosphatase in ein chemilumineszentes Produkt umgesetzt wird.
Um einen Northern Blot erneut hybridisieren zu können, wurde die DNS-Sonde bei 95°C für 10 min
in 0,1xSSC vom Blot gewaschen. Der MTN-Blot wurde beispielsweise nach diesem ‘Stripping-
Prozeß‘ mit einer DIG-markierten Aktin-RNS-Sonde (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim)
analysiert.
2.1.6. Southern-Blot-Analyse mit DIG-markierten Sonden
Zur Analyse der im Rahmen der ‘2-Hybrid-Screens‘ isolierten cDNSs wurden die unter Verwendung
von spezifischen Oligonukleotiden in einer PCR-Reaktion amplifizierten ‘Inserts‘ mittels
Elektrophorese in einem 1 % TAE-Agarosegel aufgetrennt. Es folgte ein Kapillartransfer mit 0,4 M
NaOH wie beschrieben (Sambrook et al., 1989) auf eine positiv geladene Nylonmembran mit
anschließender UV-Quervernetzung der DNS-Moleküle. Der Blot wurde analog zum Northern Blot in
‘DIG Easy Hyb‘ mit 15 ng DIG-markierter Sonde (p85a, p85b, p55, Grb10, 14-3-3, IIP-1) pro ml bei
42°C üN hybridisiert. Die Waschschritte und die Detektion wurden anschließend ebenfalls wie unter
2.1.5. beschrieben durchgeführt.
2.2. Proteinchemische Methoden
2.2.1. Expression und Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen in Bakterien
Zur Expression von GST-Fusionsproteinen (IIP-1, p85) wurde der für das jeweilige Fusionsprotein
kodierende pGex5X1-Vektor in den Bakterienstamm BL21 transformiert. Anschließend wurde eine
üN-Kultur mit einer transformierten Kolonie angeimpft. Am nächsten Tag wurde die üN-Kultur 1:100
verdünnt und bei 37°C inkubiert. Bei einer OD600 von 0,9 erfolgte die Induktion der Expression der
Fusionsproteine mit 0,1 mM IPTG für 3 h bei 30°C. Das nach einem Zentrifugationsschritt (1000 x g,
5 min) entstandene Bakterienpellet wurde in 50 µl PBS pro 1 ml Kultur resuspendiert und
anschließend sonifiziert. Durch Zugabe von 1/100 VT Triton-X-100 wurden die Proteine bei 4°C für
30 min solubilisiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (20 000 x g, 10 min, Tischzentrifuge) befanden
sich die Fusionsproteine im Überstand.
Um die GST-Fusionsproteine aufzureinigen, wurde das Sonikat mit 50 %iger gewaschener Glutathion-
Sepharose (2 ml pro 100 ml Sonikat) versetzt und für 30 min bei RT unter gemäßigtem Schütteln
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Fusionsproteine entweder mit 10 mM
reduziertem Glutathion in 50 mM Tris/HCl (1 ml pro 1 ml Bettvolumen) eluiert oder direkt in ‘GST-
Pulldown-Assays‘ eingesetzt.
2.2.2. Gesamtproteinextraktion aus Zellen
Um aus Säugetierzellen Lysate zu gewinnen, wurden die entsprechenden Zellen in ’10 cm-Schalen‘
ausgesät und bis zu einer 80 %igen Konfluenz wachsen gelassen. Nach zweimaligem Waschen mit
kaltem PBS erfolgte die Lyse des Zellrasens mit 200 µl Lysispuffer.
Lysispuffer: 50 mM HEPES, pH 7,5
150 mM NaCl
1,5 mM MgCl2
1 mM EDTA
10 % Glycerol
1 % Triton-X-100
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1 mM Na3VO4 (Phosphatase-Inhibitor)
1 Tablette Complete Mini pro 10 ml Puffer (Protease-Inhibitor-Mix, Roche Molecular
Biochemicals, Mannheim)
Die Zellen wurden mit Hilfe eines Schabers vom Boden gelöst und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß
überführt. Zu einer vollständigen Lyse der Zellen wurden die Zellsuspensionen 15 min unter
gemäßigtem Schütteln bei 4°C inkubiert und anschließend unlösliche Fragmente in einem
Zentrifugationsschritt (20 000 x g, 10 min, Tischzentrifuge) abgetrennt.
2.2.3. Bestimmung des Proteingehaltes von Zellysaten
Die Bestimmung des Proteingehaltes von Lysaten erfolgte nach der Methode nach Bradford
(Bradford, 1976). Diese photometrische Konzentrationsbestimmung wurde unter Verwendung des
‘Protein Assay Dye Reagent‘ nach Herstellerangaben durchgeführt.
2.2.4. Herstellung und Aufreinigung eines Antiserums
Zur Herstellung eines polyklonalen anti-IIP-1-Antiserums wurden Kaninchen mit aufgereinigtem
GST-IIP-1 (siehe 2.2.1.) immunisiert (W. Rollinger, Roche Diagnostics, Penzberg). Nachdem sich das
Antiserum in ‘ELISA‘-Analysen als spezifisch herausgestellt hatte, wurde es weiter aufgereinigt.
Zunächst wurde das Serum durch Zusatz von 15 g/l Aerosil 1 h bei RT delipidiert und anschließend
abzentrifugiert. Der Überstand aus diesem Zentrifugationsschritt wurde durch Zugabe von 252,5 g
Ammoniumsulfat pro l Serum 2 h bei RT gefällt (pH-Einstellung auf 7,0 erfolgte mit 2N Ammoniak).
Der Protein-Niederschlag wurde abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Der Niederschlag
wurde in 200 ml (pro l Serum) Dialysepuffer (15 mM KPO4, 50 mM NaCl, pH 7,0) gelöst und gegen 4
x 10 l Dialysepuffer bei 4°C dialysiert. Um die IgGs aus dieser Proteinlösung zu gewinnen, wurde ein
Chromatographie-Schritt unter Verwendung eines Anionenaustauschers (DEAE Sepharose fast flow)
durchgeführt. Pro l Antiserum als Ausgangsmaterial wurde eine Säule mit 500 ml DEAE Sepharose
gepackt. Die DEAE-Sepharose wurde mit Dialysepuffer äquilibriert und vor dem Packen entgast. Die
aus dem Dialyse-Schritt resultierende Proteinlösung wurde nochmals abzentrifugiert und der
Überstand auf die Säule mit einem Fluß von ca. 1 SV/10h aufgetragen. Die Elution erfolgte bei
gleichem Fluß mit Dialysepuffer unter Fraktionierung des Ablaufs. Das IgG erschien weitgehend
unverzögert im Durchlauf. Die Fraktionen wurden gemäß UV-Schreiberprofil gepoolt (beginnend mit
dem Proteindurchbruch bis zu den Fraktionen, bei denen die Absorption auf 50 % der max.
Absorption abgesunken war). Die Proteinkonzentration dieser IgG-Lösung betrug 8 mg/ml. Die
aufgereinigten IgGs wurden zu der spezifischen Detektion von IIP-1 in Immunoblot-Analysen in einer
Verdünnung von 1:100 und in Immunfluoreszenzuntersuchungen in einer Verdünnung von 1:10
eingesetzt.
2.2.5. Immunoblot-Analyse
Die zu analysierenden Proteingemische wurden zunächst in einer SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt. Dazu wurden 7,5 %ige und 12 %ige
Tris/HCl-Fertiggele verwendet. Die Proben wurden mit 4 VT SDS-Auftragspuffer (250 mM Tris pH
6,8, 500 mM Dithiotreitol, 10 % SDS, 50 % Glycerol) versetzt, denaturiert (10 min bei 90 °C) und auf
das entsprechende Tris/HCl-Gel aufgetragen. Als Größenstandard diente der ‘Rainbow coloured
protein Marker‘. Die Elektrophorese erfolgte bei 120 V in 1 x Lämmli-Puffer.
Lämmlipuffer: 0,025 M Tris
0,192 M Glycin
0,1 % SDS (w/v) pH 8,4
Anschließend wurden die aufgetrennten Proteine entweder mit einer Coomassie-Lösung angefärbt
oder mittels der ‘Semidry-Blotting-Methode‘ unter Verwendung von Transferpuffer auf eine PVDF-
Membran übertragen, um mit spezifischen Antikörpern analysiert werden zu können
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Transferpuffer: 0,039 M Glycin
0,048 M Tris
0,037 % SDS (w/v)
20 % Methanol (v/v)
PBST: PBS, 0,1 % Tween-20
Die Membran wurde üN unter Verwendung von 5 % Magermilch (in PBST) blockiert, anschließend 1
h mit dem entsprechenden Erstantikörper (in 5 % BSA in PBST) inkubiert und nach dreimaligem
Waschen für je 10 min in PBST mit dem POD-konjugierten Zweitantikörper (in 5 % BSA in PBST)
für 1 h inkubiert. Der Blot wurde dreimal für je 10 min in PBST gewaschen. Spezifisch gebundene
Antikörper wurden mit dem ECL-Reagenz unter Erzeugung eines chemilumineszenten Signals
detektiert. In einigen Fällen wurden die Antikörper anschließend durch Inkubation in 62,5 mM Tris
(pH 6,8), 2 %SDS und 100 mM b-Mercaptoethanol für 45 min bei 50 °C abgewaschen.
2.2.6. Ko-Immunpräzipitation aus Zellysaten
Um Komplexe aus flag-Fusionsproteinen und dem IGF-1 R oder dem IR aus eukaryotischen Zellen zu
isolieren, wurden 750 µg Gesamtprotein aus HEK 293 Zellen, die mit den entsprechenden
eukaryotischen Expressionsvektoren transfektiert waren, in einem Immunpräzipitationsexperiment
eingesetzt (Lammers et al., 1989). Nachdem das Volumen der Ansätze mit Lysispuffer auf 200 µl
angeglichen worden war, wurde 1 VT HNTG-Puffer hinzugesetzt.
HNTG-Puffer: 20 mM HEPES pH 7,5
150 mM NaCl
10 % Glycerol
0,1 % Triton-X-100
1 mM Na3VO4
Anschließend wurden die Proteinkomplexe nach der Zugabe von 50 µl anti-flag M2-Agarose (50 % in
PBS) üN bei 4°C immunpräzipitiert. Nach dreimaligem Waschen mit HNTG-Puffer wurde die flag-
Agarose in 25 µl 1xSDS-Auftragspuffer (siehe 2.2.5.) aufgenommen, erhitzt und in Immunoblots
analysiert.
2.2.7. ‘GST-Pulldown-Assay‘
GST-Fusionsproteine (IIP-1, p85) wurden in dem Bakterienstamm BL21 unter Verwendung von 100
ml Ausgangskultur exprimiert und anschließend mit Glutathion-Sepharose aufgereinigt (siehe 2.2.1.).
Mit den an die Glutathion-Sepharose gekoppelten GST-Fusionsproteinen wurde dann der IGF-1
Rezeptor  aus I24-Zellysaten präzipitiert. Je 1 x 106 I24-Zellen wurden dazu vor der Lyse entweder 24
h in serumfreiem Medium (0,5 % dialysiertes FKS) inkubiert oder zusätzlich für 10 min mit 10-8 M
IGF-1 behandelt. Zu den Lysaten wurden 5 µg GST-Fusionsproteine (adsorbiert an 80µl 50 %ige
Glutathion-Sepharose) gegeben und üN bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit je 1 ml
Lysispuffer wurden die gebundenen Proteine in 25 µl 1xSDS-Auftragspuffer solubilisiert und in
Immunoblots analysiert.
2.3. Hefe-2-Hybrid-System
Das in dieser Arbeit verwendete 2-Hybrid-System umfaßt den Köder-Vektor BTM116 und den Fisch-
Vektor VP16 bzw pGAD1318 (siehe 1.6.) sowie den S. cerevisiae Stamm L40 (siehe 1.10.). Nach
Transfektion von Köder- und Fisch-Vektor in L40 kann auf Expression und Interaktion der
Fusionsproteine folgendermaßen selektioniert werden:
(1) Selektion auf Expression des Köder-Proteins:
Trp-freies Medium (-T-Medium)
(2) Selektion auf Expression des Fisch-Proteins
Leu-freies Medium (-L-Medium)
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(3) Selektion auf Interaktion von Köder- und Fisch-Protein
His-, Trp, Leu, Ura, Lys-freies Medium (-THULL)
Durch Zugabe von 3-Aminotriazol (3-AT), einem kompetitiven Inhibitor des HIS3-Genproduktes,
kann die Stringenz der Interaktion erhöht werden (siehe). Daher wurde teilweise dem
Selektionsmedium 3-AT in Konzentrationen von 5 mM bis 25 mM zugesetzt.
2.3.1. Untersuchung definierter Interaktionen im 2-Hybrid-System
Benötigte Lösungen:
10xLiAc (1 M LiAc)
10xTE (100 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8)
50 % PEG 4000
Die Lösungen wurden bei 121°C und 2 bar autoklaviert und erst kurz vor Gebrauch wie unten
angegeben verdünnt.
Um eine Interaktion zwischen zwei definierten Proteinen im 2-Hybrid-System zu untersuchen, wurde
eine sequentielle Transfektion von L40 Hefen zuerst mit dem Köder-Vektor und anschließend mit dem
Fisch-Vektor durchgeführt. Für die Transfektion der Plasmide in Hefe wurde die Lithium-Acetat-
Methode gewählt.
Bei dem ersten Transfektionsschritt wurde zunächst eine üN-Kultur von L40-Hefen (25 ml YPD)
angesetzt, mit der am darauffolgenden Tag 150 ml YPD-Medium inokuliert wurden (OD600 0,2). Diese
Kultur wurde bei 30°C bis zu einer OD600 von 0,5-0,6 wachsen gelassen. Die Zellen wurden bei 1000
x g für 5 min abzentrifugiert und das Zellpellet mit 25 ml H2O gewaschen. Anschließend wurden die
Zellen in 750 µl 1xTE/1xLiAc resuspendiert. 50 µl dieser kompetenten Zellen wurden jeweils in
einem Transfektionsansatz eingesetzt. Für die Transfektion wurden 1 µl (ca. 100 ng) des
entsprechenden Köder-Vektors mit 5 µl Lachssperma-DNS (‘Carrier-Funktion‘) und 50 µl
kompetenter Zellen gemischt und anschließend 300 µl einer PEG-LiAc-Lösung (1xLiAC, 1xTE, 40%
PEG) hinzugefügt. Diese Zellsuspension wurde auf einem Vortex-Gerät gut gemischt und dann bei
30°C für 30 min geschüttelt. Nach der Zugabe von 35 µl DMSO pro Ansatz erfolgte ein Hitzeschock
von 15 min bei 42 °C. Anschließend wurden die Zellen kurz auf Eis abgekühlt und durch eine
Zentrifugation bei 20 000 x g für 5 sek (Tischzentrifuge) geerntet. Das Zellpellet wurde in 250 µl H2O
resuspendiert. 40-80 µl dieser Zellsuspension wurden auf –T-Medium ausgestrichen. Nach einer
Inkubationszeit von 2-3 Tagen bei 30°C waren erste Hefekolonien zu beobachten.
Für den zweiten Transfektionsschritt, in dem der Fisch-Vektor in die das Köder-Protein
exprimierenden Hefen transfektiert werden sollte, wurde eine Kolonie der entsprechenden Hefen
verwendet. Diese wurde in –T-Medium expandiert und die Transfektion wie oben beschrieben
durchgeführt. Die resultierenden Doppeltransfektanten wurden zur Transfektionskontrolle auf –TL-
Medium und zur Untersuchung der Interaktion auf –THULL-Medium ausgestrichen.
2.3.2. ‘2-Hybrid-Screening‘ von cDNS-Bibliotheken
Benötigte Lösungen: siehe 2.3.1.
Die Transfektion von 2-Hybrid-cDNS-Bibliotheken erfolgte ebenfalls nach der Lithium-Acetat
Methode in L40 Hefen, die bereits mit dem entsprechenden Köder-Vektor transfektiert waren.
Zunächst wurde eine 5 ml üN-Kultur von L40 Hefen, die das entsprechende Köder-Protein
exprimierten, in –T-Medium angezogen, die am darauffolgenden Tag in 200 ml –T-Medium überführt
wurde. Diese Kultur wurde wiederum üN bei 30°C wachsen gelassen. Dann wurden 500 ml YPD-
Medium mit dieser üN-Kultur inokuliert, so daß eine OD600 von 0,2 entstand. Anschließend wurden
die Hefen bei 30°C solange inkubiert, bis die Kultur eine OD600 von 0,5-0,6 aufwies und dann mit 500
ml H2O gewaschen (Zentrifugationsschritte erfolgten bei 1000 x g für 5 min). Das resultierende
Zellpellet wurde in 20 ml 1xLiAc/1xTE aufgenommen und für 10 min bei RT inkubiert. Nach der
Zugabe von 450 µg Plasmid der cDNS-Bibliothek und 2,5 ml Lachssperma-DNS (2,5 mg/ml) wurden
140 ml einer PEG-LiAc-Lösung (1xLiAC, 1xTE, 40% PEG) hinzugefügt, gemischt und die
Zellsuspension für 30 min bei 30°C unter Schütteln inkubiert. Anschließend erfolgte nach der Zugabe
von 17,6 ml DMSO ein Hitzeschock bei 42°C für 15 min. Die Zellen wurden kurz auf Eis abgekühlt
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und durch einen Zentrifugationsschritt (1000 x g, 5 min) pelletiert. Das Zellpellet wurde wie oben
gewaschen und in 1 l YPD resuspendiert. Diese Kultur wurde für 1 h bei 30°C inkubiert. Nach einem
erneuten Waschschritt wurde das Zellpellet in 1 l –TL-Medium resuspendiert und die Kultur für 8 h
bei 30°C inkubiert. Um die primäre Transfektionseffizienz zu bestimmen, wurden vor dem
Inkubationsschritt 1/104 VT der Kultur auf eine –TL-Platte ausgestrichen. Die Gesamtzahl an
Transfektanten sollte der Anzahl unabhängiger Klone entsprechen. Nach dem Inkubationsschritt
wurden die Transfektanten zweimal wie oben gewaschen und zum Schluß in 10 ml H2O
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in 500 µl-, 250 µl-, 100 µl- und 50 µl-Aliquots auf –
THULL-Platten ausgestrichen. Um die Anzahl der redundanten Kolonien, die durch den 8 h-
Amplifikationsschritt entstanden, zu bestimmen, wurden außerdem 1/105 und 1/106 des Ansatzes auf –
TL-Platten ausgestrichen. Nach einer Inkubation der Platten für 4-5 Tage bei 30°C konnten erste
Kolonien geerntet und weiter analysiert werden.
2.3.3. PCR auf Hefekolonien
Die in einem ‘2-Hybrid-Screen‘ auf –THULL-Platten gewachsenen Kolonien enthalten Fisch-
Vektoren, die für potentielle Interaktionspartner des verwendeten Köder-Proteins kodieren. Um die
cDNS-Sequenz dieser Interaktionspartner analysieren zu können, wurde zunächst das entsprechende
‘Insert‘ des Fisch-Vektors in einer PCR-Reaktion amplifiziert. Die resultierenden PCR-Produkte
wurden dann entweder mittels Southern Blot-Analyse (siehe 2.1.6.) oder durch Sequenzierung (siehe
2.3.4.) analysiert.
Hefekolonien wurden von einer –THULL-Platte gepickt und in 20 µl 0,02 N NaOH resuspendiert. Um
die Hefezellen zu lysieren, wurde 1 Spatelspitze ‘Acid Washed Glass Beads‘ hinzugefügt, die Lösung
auf einem Vortex-Gerät gemischt und anschließend bei 100°C für 5 min erhitzt. Anschließend wurden
die Zelltrümmer pelletiert und 8 µl des Überstandes in einer Standard-PCR-Reaktion eingesetzt. Die
Effizienz der Reaktion wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese überprüft.
2.3.4. Sequenzierung von Hefe-PCR-Produkten
Um die aus der Kolonie-PCR resultierenden Fragmente sequenzieren zu können, erfolgte zunächst
eine Degradation von Oligonukleotiden und dNTPs, die in dem PCR-Ansatz (siehe 2.3.3.) noch
vorhanden waren. Dazu wurden 6 µl der PCR-Reaktion mit 10 U Exonuklease I und 1 U Alkalischer
Phosphatase für 15 min bei 37 °C behandelt. Anschließend wurden die Enzyme bei 80°C für 15 min
inaktiviert. Dieser Ansatz konnte dann in einer Sequenzierreaktion, wie in 2.1.3. beschrieben,
eingesetzt werden.
2.3.5. Präparation von Plasmid-DNS aus Hefen
Um Fisch-Plasmid-DNS aus Hefen zu isolieren, muß zunächst aus den entsprechenden Hefen DNS
extrahiert werden. Diese DNS wird anschließend mittels Elektroporation in den Bakterienstamm
HB101 transformiert. Da dieser Stamm eine Mutation im LEU2-Gen enthält, kann unter Verwendung
von Leu-freiem Medium auf erfolgreiche Transformation selektioniert werden.
Die Hefe-DNS wurde aus 1,5 ml einer entsprechenden üN-Kultur isoliert. Dazu wurden die Hefezellen
zuerst pelletiert und in 200 µl Hefe-Lysispuffer resuspendiert.
Hefe-Lysispuffer: 100 mM Tris
10 mM NaCl
1 mM EDTA
2 % Triton-X-100
1 % SDS (w/v) pH 8,0
Nach der Zugabe von 300 mg ‘Acid Washed Glass Beads‘ und 200 µl P/C/I-Lösung wurde die
Suspension für 2 min auf einem Vortexgerät gemischt und anschließend für 5 min bei 20 000 x g in
einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Die wässrige Phase wurde mit 2,5 VT Ethanol und 1/10 VT 3M
Na-Acetat gefällt und zweimal mit 70 %igem Ethanol gewaschen. Das resultierende DNS-Pellet
wurde in 20 µl H2O resuspendiert.
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1 µl dieser DNS-Lösung wurde in elektrokompetente HB101-Bakterien transformiert Dazu wurden
Hefe-DNS und 40 µl elektrokompetente Zellen gemischt und eine Elektroporation bei 2,5 kV, 25 µF
und 200 W in 0,2 cm Küvetten durchgeführt. Nach der Elektroporation wurden die Zellen sofort in 1
ml SOC-Medium resuspendiert und für 30 min bei 37 °C inkubiert. Nach einem Waschschritt mit
1xM9-Salzen wurden die transformierten Bakterien auf M9/-L-Medium ausgestrichen. Nach 1-2
Tagen bei 37°C gewachsene Kolonien wurden gepickt. Mittels Standardmethoden konnten dann aus
diesen Bakterien die entsprechenden Fisch-Vektoren isoliert werden.
2.3.6. ‘b-Galaktosidase-Assay‘
Für quantitative Analysen von Interaktionen wurde das lacZ-Reportergen verwendet. Die
entsprechenden Hefen wurden in 5 ml –TL-Medium bis zur stationären Phase kultiviert, auf eine
OD600 von 0,2 verdünnt und weitere 3-4 h bis zu einer OD600 von 0,5-0,6 wachsen gelassen. Die exakte
OD600 wurde gemessen. 1 ml der Kultur wurde pelletiert und einmal mit H2O gewaschen. Das
resultierende Zellpellet wurde in 200 µl Z-Puffer resuspendiert.
Z-Puffer: 60 mM Na2HPO4·7H2O
40 mM NaH2PO4·2H2O
10 mM KCl
10 mM MgSO4·7H2O pH 7,0
100 µl des Ansatzes wurden in Flüssigstickstoff eingefroren und die Zellen durch wiederholte
Einfrier-Auftau-Vorgänge aufgebrochen. Anschließend erfolgte eine Zugabe von 700 µl Z-Puffer/50
mM b-Mercaptoethanol. Die Farbreaktion wurde mit 160 µl Z-Puffer, dem 4 mg/ml ONPG (O-
Nitrophenyl-b-D-Galaktopyranosid) zugesetzt waren, gestartet. Nach einer gelben Farbentwicklung
bzw. nach 45 min wurde die Reaktion durch die Zugabe von 400 µl 1 M Na2CO3 gestoppt.
Zelltrümmer wurden anschließend durch eine Zentrifugation bei 20 000 x g für 10 min abgetrennt. Die
OD420 des Überstandes wurde gemessen und die b-Galaktosidase-Aktivität folgendermaßen berechnet:
b-Gal-Units = 1000 [OD420/t x V x OD600]
t = Zeit in Minuten bis zur Farbentwicklung
V = Volumen in ml an Kultur, die zu Z-Puffer (+ b-Mercaptoethanol) hinzugegeben wurde
2.3.7. Hefekolonieblot
Um die Tyrosinphosphorylierung von LexA-Köder-Proteinen in Hefekolonien zu detektieren, wurde
ein Hefekolonieblot nach Lyons und Nelson durchgeführt (Lyons und Nelson, 1984).
Eine Nitrozellulose-Membran wurde zunächst auf eine Agarplatte mit dem entsprechenden
Selektionsmedium gelegt. Auf diese Nitrozellulose-Membran wurden anschließend die jeweiligen
Hefen ausgestrichen. Nach einer Inkubationszeit von 2 Tagen bei 30°C wurden die Hefekolonien auf
dem Nitrozellulosefilter lysiert. Dazu wurde die Nitrozellulose-Membran auf einen mit Lysispuffer
getränkten ‘Whatman-Filter‘ überführt und 30 min bei RT inkubiert.
Lysispuffer: 0,2 M NaOH
0,1 % SDS
0,5 % b-Mercaptoethanol.
Nach dieser Inkubationszeit wurden die lysierten Hefen mit H2O abgewaschen. Anschließend wurden
die an die Nitrozellulose-Membran adsorbierten Hefe-Proteine auf Phosphorylierung an Tyrosinresten
mittels Immunoblot untersucht.
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2.4. Zellbiologische Methoden
2.4.1. Zellkulturführung
Alle Zellen und Zellinien wurden in den unter 1.12. angegebenen Medien bei 37°C, 5% CO2 und 95 %
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Hatten die adhärenten Zellen einen etwa zu 80 % konfluenten Zellrasen
gebildet, wurden sie mit PBS gewaschen und mit Trypsin/EDTA vom Flaschenboden gelöst. Ein Teil
der Zellen wurde in eine neue Zellkulturflasche überführt und mit frischem Medium versorgt.
Zum Einfrieren der Zellen wurden jeweils 2 x 106 Zellen in 1 ml Einfriermedium (FKS, 10 % DMSO)
resuspendiert, in ein Kryoröhrchen überführt und in einem Styroporbehälter bei –80°C eingefroren.
Danach wurden die Zellen in einem Stickstofftank gelagert.
2.4.2. Transfektion eukaryotischer Zellen mittels FuGene
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Transfektionsmethode mit dem FuGene-
Transfektionsreagenz liegt das Prinzip der Lipofektion zugrunde.
Für Immunpräzipitationsexperimente wurden 5 x 106 HEK 293 Zellen in 10 cm-Schalen ausgesät und
am darauffolgenden Tag mit je 5 µg an eukaryotischen Expressionsplasmiden, die für die zu
untersuchenden Plasmide kodierten, transfektiert. Dazu wurde die DNS zunächst mit 20 µl FuGene
und 80 µl serumfreien Medium gemischt.
Für Immunfluoreszenzstudien wurden 1 x 105 Zellen (MCF-7, I24) in eine Kammer eines
Objektträgers mit 4 Vertiefungen ausgesät und am darauffolgenden Tag mit 1 µg der entsprechenden
Plasmid-DNS transfektiert. Entsprechend der geringeren Zellzahl und der geringeren Plasmidmenge
wurde die DNS mit 2 µl FuGene und 98 µl serumfreien Medium gemischt.
Die Suspension aus DNS, FuGene und serumfreien Medium wurde in beiden Fällen für 15 min bei RT
inkubiert und anschließend tropfenweise auf den Zellrasen pipettiert.
2.4.3. Herstellung stabil transfizierter MCF-7-tet-on-Klone
Zur Herstellung stabil transfizierter MCF-7 tet-on-Klone, die IIP-1 unter der Kontrolle eines durch
Tetracyclin-induzierbaren Promoters exprimieren, wurden MCF-7 Zellen verwendet, die bereits den
reversen Tet-Repressor stabil exprimierten (tet-MCF-7). 3 x 106 tet-MCF-7 Zellen wurden mit 10 µg
pTre-IIP-1 und 1 µg pcDNA3.1Hygro (als Resistenzplasmid) mittels der FuGene-Methode
transfektiert. 16 h nach der Transfektion wurden die Zellen aus der 10 cm-Schale gelöst und in
verschiedenen Verdünnungen in neue 10 cm-Schalen überführt. Nach einem weiteren Tag wurde das
Medium gegen Selektionsmedium ausgetauscht. Das Medium wurde dann zum Entfernen
abgestorbener Zellen regelmäßig gewechselt. Waren nach etwa zwei bis drei Wochen gut gewachsene
Einzelkolonien zu sehen, wurden diese mit Hilfe von Klonierungszylindern vereinzelt. Dazu wurden
die Zellen auf den Schalen vorsichtig mit PBS gewaschen. Über einzelne Klone wurden dann die
Zylinder gesetzt. Anschließend wurden die Zellen mit einem Tropfen Trypsin/EDTA abgelöst und in
eine 48-Lochplatte transferiert.
2.4.4. Immunfluoreszenz-Analysen
Je 1 x 105 transfektierte MCF-7 bzw. I24 Zellen (siehe 2.4.2.), die in Objektträger mit vier
aufgesetzten Kammern ausgesät worden waren, wurden 24 h nach der Transfektion mittels
Immunfluoreszenzuntersuchungen analysiert. Dazu wurden die Zellen zunächst mit 4 %
Paraformaldehyd / 4 % Sucrose (in PBS) für 25 min fixiert. Die fixierten Zellen wurden anschließend
mit Blockierungslösung (17,6 % FKS, 0,3 % Triton-X-100 in PBS) gleichzeitig blockiert und
permeabilisiert. Danach wurden die Zellen mit dem Erstantikörper (in Blockierungslösung) für 2 h
inkubiert. Nach dreimaligen Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation mit den entsprechenden
Zweitantikörpern, die mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cy2 (grünes Signal) bzw. Cy3 (rotes Signal)
gekoppelt waren. Nach einer Inkubationszeit von 90 min wurden die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen. Bei Bedarf wurden die Zellkerne mit DAPI-Lösung (1 µg/ml in PBS) für 5 min gefärbt
und noch einmal mit PBS gewaschen. Der Objektträger wurde anschließend unter Verwendung von 70
% igem Glycerol eingedeckelt.
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Die Auswertung erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop, wobei Cy2-Signale bei einer Absorptions-
/Emissionswellenlänge von 492nm/520nm und Cy3-Signale bei einer Absorptions-
/Emissionswellenlänge von 550nm/570nm analysiert wurden. Die Signale wurden mit einer 3-CCD-
Farbvideokamera aufgenommen.
2.4.5. Proliferationstest
Um die IGF-1-abhängige Proliferation zu untersuchen, wurden stabile MCF-7-Transfektanten (siehe
2.4.3) mit einer Konzentration von 1 x 104 Zellen/Loch in eine 96-Loch-Platte mit bzw. ohne Zugabe
von Doxycyclin (1 µg/ml) ausgesät. In Anwesenheit von Doxycyclin wird IIP-1 exprimiert. Nach 24 h
wurde das Medium gegen serumfreies Medium, das 0,1 % dialysiertes FKS enthielt, ausgetauscht und
die Zellen für 24 h synchronisiert. Anschließend wurden die Zellen für 48 h in serumfreiem Medium
(0,1 % FKS, dialysiert) in An- bzw. Abwesenheit von 10-8 M IGF-1 kultiviert. Die Zellzahl wurde
indirekt durch einen WST-1-Test bestimmt. Von den Zellen wird bei diesem Test das Farbsubstrat
WST-1, ein Tetrazolium-Salz, durch mitochondriale Dehydrogenasen in ein lösliches Formazanderivat
umgesetzt, dessen Absorption photometrisch bestimmt werden kann. Die Absorption bei 450 nm
(Referenzwellenlänge: 600 nm) korreliert zu der Enzymaktivität und damit zu der Anzahl an
metabolisch aktiven Zellen.
Die Durchführung des Testes erfolgte wie vom Hersteller beschrieben.
2.4.6. Transwell-Migrationstest
Die Migrationsexperimente wurden unter Verwendung der stabilen MCF-7-Transfektanten in
‘Transwell-Kammern‘, wie von Manes et al beschrieben, durchgeführt. Die in dieser Arbeit
verwendeten ‘Transwell-Kammern‘ (Costar, Cambridge, USA) bestanden aus einer 12-Loch-
Zellkulturplatte und Filtereinsätzen, die eine Porengröße von 12 µm aufwiesen.
Die Expression von IIP-1 wurde 24 h vor Beginn des Experimentes mit 1 µg/ml Doxycyclin induziert.
Die Zellen wurden mit Zell-Dissoziationspuffer von dem Flaschenboden abgelöst und in serumfreien
Medium in der An- bzw. Abwesenheit von 1 µg/ml Doxycyclin resuspendiert. Je 2 x 105 Zellen (in 0,5
ml Medium) wurden in die obere Kammer der Transwell-Platte ausgesät. In die untere Kammer wurde
1,5 ml DMEM-Medium, das 20 % FKS enthielt, mit bzw. ohne 1 µg/ml Doxycyclin gefüllt. Nach
einer Inkubationszeit von 72 h bei 37°C wurde zur Quantifizierung der gewanderten Zellen für die
obere Kammer (Filtereinsatz) und die untere Kammer (Platte) ein MTT-Test durchgeführt. Mit einem
MTT-Test kann indirekt die Zellzahl bestimmt werden. Das Prinzip dieses Testes ist vergleichbar zu
dem WST-1-Test. Durch die Umsetzung des Tetrazolium-Salzes 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT) entsteht allerdings ein unlösliches Formazankristall, das mit einer
Isopropanaol-Lösung gelöst werden muß. Zur Durchführung des MTT-Testes wurden 1/10 VT einer 5
mg/ml MTT-Lösung (in PBS) in die obere und untere Kammer gegeben. Die Platten wurden für 4 h
bei 37°C inkubiert. Die Formazankristalle, die sich an der Ober- und Unterseite der Membran gebildet
hatten, wurden anschließend in 2 ml Reaktionsgefäße überführt, pelletiert und in 500 µl MTT-
Solubilisierungspuffer üN bei 37°C gelöst.
MTT-Solubilisierungspuffer: 100 ml Isopropanol
80 µl 37%ige HCl
10 mg SDS
Die Absorption der solubilisierten Formazankristalle wurde bei 550 nm (Referenzwellenlänge 690
nm) in einem ‘ELISA-Reader‘ photometrisch bestimmt.
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Ergebnisse
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten neue Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors isoliert
werden, die sich durch eine größere Bindungsspezifität für diese Rezeptor-Tyrosinkinase auszeichnen
als die bereits bekannten Interaktionspartner. Solche spezifischen IGF-1 Rezeptor-interagierenden
Proteine sollten dann in Bezug auf ihre Funktion im IGF-1 Rezeptor-Signaltransduktionssystem
untersucht werden.
1. Isolierung von Interaktionspartnern für den IGF-1 Rezeptor mittels ‘2-Hybrid-
Screening’ von cDNS-Bibliotheken
Das 2-Hybrid-System ist eine der vielversprechendsten Methoden, um nach Interaktionspartnern für
Proteine zu suchen. Dieses System wurde hier für die Identifizierung von zytoplasmatischen
Bindungspartnern des IGF-Rezeptors verwendet. Es basiert auf der Interaktion zweier
Fusionsproteine, wobei das Protein, für das man Interaktionspartner sucht, an die DNS-
Bindungsdomäne (BD) eines Transkriptionsfaktors fusioniert ist (Köder). Potentielle
Interaktionspartner, die von einer cDNS-Bibliothek kodiert werden, sind an die Aktivierungsdomäne
eines Transkriptionsfaktors (AD) fusioniert (Fisch). Nur wenn die beiden Fusionsproteine in Hefe
miteinander interagieren, wird ein funktioneller Transkriptionsfaktor rekonstituiert. Dies führt zu der
Aktivierung eines Reportergens (HIS3), wodurch Wachstum auf Histidin-freiem Medium ermöglicht
wird.
1.1. Etablierung des 2-Hybrid-Systems für den IGF-1 Rezeptor
Um nach neuen Interaktionspartnern für den IGF-1 Rezeptor mittels ‘2-Hybrid-Screening’ zu suchen,
wurde zunächst die zytoplasmatische Domäne des Rezeptors in einen Köder-Vektor, der für eine
DNS-Bindungsdomäne (BD) kodiert, kloniert und im folgenden die Funktionalität des DNS-
Bindungsdomänen-IGF-1 Rezeptor-Fusionsproteins überprüft.
1.1.1. Konstruktion der IGF-1 Rezeptor-Köder-Vektoren
Der IGF-1 Rezeptor gehört zu der Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen und besteht aus einer
extrazellulären Domäne, einer Transmembrandomäne und einer zytoplasmatischen Domäne. Da nur
der intrazelluläre Anteil die Interaktion mit zytoplasmatischen Signaltranduktoren vermittelt, wurde
nur dieser Anteil des Rezeptors in einen Köder-Vektor kloniert.
Als Köder-Vektor wurde BTM116 verwendet, der für die LexA-DNS-Bindungsdomäne kodiert. Diese
DNS-Bindungsdomäne zeichnet sich dadurch aus, daß sie Dimere bildet. Die zytoplasmatische
Domäne des humanen IGF-1 Rezeptors wurde C-terminal an die LexA-Bindungsdomäne fusioniert.
Durch die Dimerisierung der LexA-Bindungsdomäne wird in dem fusionierten zytoplasmatischen
Anteil des IGF-1 Rezeptors die Situation des aktivierten Wildtyp IGF-1 Rezeptors simuliert, so daß
eine Kreuz-Autophosphorylierung der Rezeptor-Untereinheiten stattfinden kann. Bei einem ‘2-Hybrid-
Screening’ mit diesem Konstrukt können daher auch Interaktionspartner gefunden werden, die nur mit
der aktivierten, d.h. phosphorylierten Form des Rezeptors interagieren. Da die Autophosphorylierung
von der sterischen Ausrichtung der beiden Domänen zueinander abhängig ist, wurden zwei
verschiedene Konstrukte generiert, die sich in den Aminosäuren zwischen LexA- und IGF-1 Rezeptor-
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Domäne unterscheiden (‘Linker’) (Abbildung 6). Das Konstrukt BTM116-I1 zeichnet sich gegenüber
dem Konstrukt I2 durch einen zusätzlichen Prolin- und Glycinrest in diesem ‘Linker‘ aus. Auf die
gleiche Weise wurde die Kinase-inaktive Mutante des IGF-1 Rezeptors (K1033A-Austausch im ATP-
Bindungsloop) an die LexA DNS-Bindungsdomäne fusioniert (BTM116-K1, BTM116-K2).
Abbildung 6: Schematische Darstellung der verschiedenen ‘Linkerregionen‘ zwischen LexA- und IGF-1
Rezeptor-Domäne in dem Köder-Vektor BTM116. BTM116-I1 und BTM116-I2 kodieren für den Wildtyp
Rezeptor, BTM116-K1 und BTM116-K2 für die Kinase-inaktive Mutante.
Zur Generierung dieser Fusionskonstrukte wurde mittels PCR die zytoplasmatische Domäne des
humanen IGF-1 Rezeptors bzw. seiner Kinase-inaktiven Mutante amplifiziert. Als ‘Template‘ wurden
die eukaryotischen Expressionsvektoren pRK5-1714 bzw. pRK5-1564, die für den Wildtyp IGF-1
Rezeptor bzw. für die Kinase-inaktive Mutante des Rezeptors kodieren, eingesetzt. Die oben
erwähnten Linker wurden mit entsprechenden 5’-Oligonukleotiden eingeführt. Für das Konstrukt
BTM116-I1, das sich durch den zusätzlichen Prolin- und Glycin-Rest auszeichnet, wurde das 5’-
Oligonukleotid ‘I1-sense’ eingesetzt, für das Konstrukt BTM116-I2 ‘I2-sense’. Als 3’-Oligonukleotid
wurde für beide Konstrukte ‘I1-reverse’ verwendet. Mittels der Oligonukleotide wurden außerdem am
5’-Ende eine EcoRI-Restriktionsschnittstelle und am 3‘-Ende eine SalI-Restriktionsschnittstelle
eingeführt, so daß die PCR-Fragmente nach einem entsprechenden Restriktionsverdau in den Köder-
Vektor BTM116 3’ von der kodierenden Sequenz für die LexA-DNS-Bindungsdomäne kloniert
werden konnten.
1.1.2. Evaluierung der Köder-Vektoren BTM116-I1, -I2, -K1 und -K2
Zur Evaluierung der Funktionalität der Köder-Vektoren BTM116-I1, BTM116-I2, BTM116-K1 und
BTM116-K2, die für den Wildtyp IGF-1 Rezeptor (I1, I2) bzw. eine Kinase-inaktive Mutante (K1,
K2) kodieren, wurden diese zunächst auf Interaktion mit einem bekannten Bindungspartner des IGF-1
Rezeptors, der p85a-Untereinheit der PI3-Kinase, in einem ‘Hefe-Koloniewachstumsassay’ getestet
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(Abbildung 7A). Man erkennt deutlich, daß der Wildtyp IGF-1 Rezeptor mit p85a interagiert,
während die Kinase-inaktive Mutante keine Bindung an p85a zeigt. Da die Phosphorylierung des
Rezeptors Voraussetzung für eine Bindung von p85a ist, ist davon auszugehen, daß der Wildtyp
Rezeptor als LexA-Fusionskonstrukt phosphoryliert werden kann. Es ist jedoch erkennbar, daß die
Stärke der Interaktion interessanterweise davon abhängt, welches Köder-Konstrukt verwendet wurde.
Wurde BTM116-I1, also das Konstrukt, das für einen zusätzlichen Prolin- und Glycin-Rest in dem
‘Linker‘ zwischen LexA- und Rezeptor-Domäne kodiert, in dem ‘Koloniewachstumsassay’ eingesetzt,
war eine starke Interaktion mit p85a zu beobachten. Bei Verwendung von BTM116-I2 (kein ‘Prolin-
Glycin-Linker‘) ist die Bindung von p85a an den IGF-1 Rezeptor dagegen schwächer. Dieser Befund
könnte damit erklärt werden, daß durch den zusätzlichen Prolin- und Glycinrest in der ‘Linkerregion‘
von BTM116-I1 aus sterischen Gründen eine bessere Phosphorylierung der IGF-1 Rezeptor-Domäne
und damit eine stärkere Interaktion mit p85a erreicht wird.
Diese Hypothese konnte durch anti-Phosphotyrosin-Kolonieblots bestätigt werden (Abbildung 7B).
L40 Hefen, die das LexA-IGF-1 Rezeptor-Fusionsprotein mit dem ‘Prolin-Glycin-Linker‘ (BTM116-
I1) exprimierten, zeigten ein wesentlich stärkeres Phosphorylierungssignal als BTM116-I2-
Transfektanten, die das Fusionsprotein ohne diesen ‘Linker‘ exprimierten. Das
Phosphorylierungssignal, das durch diese BTM116-I2-Transfektanten im anti-Phosphotyrosin-Blot
erzeugt wurde, entsprach annähernd dem Hintergrundsignal, das durch die BTM116-K1- bzw.-K2-
Transfektanten entstand, die die Kinase-inaktive Mutante des Rezeptors exprimierten.
Abbildung 7: Evaluierung der IGF-1 Rezeptor-Köder-Vektoren. (A) ‘Hefe-Koloniewachstumsassay’. Ein
LexA-IGF-1Rezeptor-Fusionsprotein mit einem ‘Pro-Gly-Linker‘ zwischen IGF-1 Rezeptor- und LexA-Domäne
(kodiert durch BTM116-I1) ermöglicht eine stärkere Interaktion mit p85a als ein entsprechendes Fusionsprotein
ohne ‘Pro-Gly-Linker‘ (kodiert durch BTM116-I2). Die Kinase-inaktive Mutante (kodiert durch BTM116-K1
bzw. –K2) interagiert nicht mit p85a. L40 Hefen wurden mit den Köder-Vektoren BTM116-I1, -I2, -K1 bzw. -K2
und dem Fisch-Vektor VP16-p85a ko-transfektiert und mittels ‘Koloniewachstumsassay’ analysiert. (B) Anti-
Phosphotyrosin-Kolonieblot. L40-Hefen, die das IGF-1 R-LexA-Fusionsprotein mit einem ‘Pro-Gly-Linker‘
(kodiert durch BTM116-I1) exprimierten, zeigen eine stärkere Tyrosinphosphorylierung als Hefen, die ein
solches Fusionsprotein ohne ‘Linker‘ exprimierten. Die Expression der Kinase-inaktiven Mutante (kodiert durch
BTM116-K1 oder –K2) resultiert lediglich in einem Hintergrundsignal. L40-BTM116-I1-, -I2-, -K1- bzw. -K2-
Transfektanten wurden auf Nitrocellulose transferiert, mit Lysispuffer aufgeschlossen und mittels ‘anti-PY-
Immunoblot’ analysiert.
Die Evaluierungsexperimente der IGF-1 Rezeptor-Köder-Vektoren ergaben, daß durch die
Anwesenheit eines ‘Prolin-Glycin-Linkers‘ zwischen LexA- und IGF-1-Rezeptor-Domäne sowohl die
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Interaktion mit einem Modell-Interaktionspartner als auch die Phosphorylierung an Tyrosinresten
verstärkt werden kann. Daher wurde das Konstrukt, das diesen ‘Linker‘ enthält (BTM116-I1 bzw.
K1), in den weiteren 2-Hybrid-Experimenten verwendet.
1.2. ‘Screening‘ von 2-Hybrid-cDNS-Bibliotheken nach IGF-1 Rezeptor-interagierenden
Proteinen
Nachdem durch Klonierung der zytoplasmatischen Domäne des IGF-1 Rezeptors in den Köder-Vektor
BTM116 das Konstrukt BTM116-I1 generiert worden war, das für ein funktionelles LexA-IGF-1
Rezeptor-Fusionsprotein kodiert, wurden zwei verschiedene Aktivierungsdomänen (AD)-cDNS-
Bibliotheken nach Interaktionspartnern für den IGF-1 Rezeptor durchsucht. Es wurden eine Maus-
Embryo e10.5-cDNS-Bibliothek und eine Jurkat-cDNS-Bibliothek verwendet.
‘Screening‘ der Maus-Embryo-cDNS-Bibliothek
Zunächst wurde die Maus-Embryo cDNS-Bibliothek, die im Fisch-Vektor VP16 als Fusion mit der
viralen VP16-Aktivierungsdomäne (Weidner et al., 1996) vorliegt, mit dem Köder-Vektor BTM116-I1
durchsucht. Die primäre Transfektionseffizienz dieses ‘Screens’ betrug 2,7x107, was ca. dem
Fünffachen der Anzahl unabhängiger Klone der Maus-Embryo-cDNS-Bibliothek (5x106) entspricht.
Daher kann davon ausgegangen werden, daß bei diesem ‘Screening‘ alle möglichen Protein-
Interaktionspartner erfaßt wurden, die in dieser cDNS-Bibliothek enthalten sind. Nach einem
Amplifikationsschritt wurden insgesamt 2x108 Transfektanten auf –Trp,-Leu,-His-Selektionsmedium
ausplattiert. Die Wachstumsselektion erfolgte damit durch das konditional in Folge von in vivo-
Protein-Interaktionen exprimierte HIS3–Gen. Durch den Zusatz von 5 mM 3-Aminotriazol zum
Selektionsmedium wurde einer unspezifischen Aktivierung des HIS3-Reportergens entgegengewirkt,
um so die Anzahl falschpositiver Klone möglichst niedrig zu halten. Insgesamt wuchsen auf dem
Selektionsmedium 700 His+-prototrophe Einzelklone, die mit einem potentiellen Bindungspartner des
IGF-1 Rezeptors transfektiert waren. Von diesen wurden insgesamt 313 Klone analysiert. Zunächst
erfolgte die Auswertung mittels Sequenzierung. Nach den ersten Sequenzierungen zeigte sich, daß ein
Großteil der Klone für die p85a- und p85b-Untereinheiten der PI3-Kinase und Grb10, also bekannte
Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors, kodierte (Lamothe et al., 1995; Morrione et al., 1996). Im
folgenden wurden diese redundanten Klone mittels ‘Southern-Blots‘ unter Verwendung spezifischer
DNS-Sonden identifiziert und verworfen. Die cDNSs, die durch dieses Verfahren selektioniert
wurden, also nicht für p85a, p85b und Grb10 kodierten, wurden sequenziert. Außerdem wurden die
durch diese cDNSs kodierten VP16-Fusionsproteine zum Ausschluß von Falschpositiven auf
Interaktion mit einem nicht-relevanten Protein, in diesem Falle Lamin, untersucht. VP16-
Fusionsproteine, die mit Lamin interagierten, wurden nicht mehr weitergehend analysiert. Nach
Abschluß dieser Analysen ergab sich das in Tabelle 1 dargestellte Bild.
cDNS Anzahl
p85a, p85b, Grb10 252
APS 24
mSH2B 3
p59fyn 1
Grb7 1
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cDNS Anzahl
nck 5
IIP-1 7
Zfp38 5
Pax3 2
Falschpositive 13
Tabelle 1: Auflistung der IGF-1 Rezeptor-Interaktionspartner, die im ‘2-Hybrid-Screening’ einer Maus-
Embryo-cDNS-Bibliothek isoliert wurden.
Von den 313 Klonen, die insgesamt untersucht wurden, war nur ein sehr geringer Anteil, nämlich 13
Klone, falschpositiv. Die meisten isolierten cDNSs kodieren für spezifische Bindeprotein des IGF-1
Rezeptors, wobei 11 verschiedene IGF-1 Rezeptor-Interaktionspartner gefunden wurden, auf die in
1.2.1. und 1.2.2. näher eingegangen wird.
‘Screening‘ der Jurkat-cDNS-Bibliothek
Um weitere IGF-1 Rezeptor-interagierende Proteine zu identifizieren, wurde eine zweite cDNS-
Bibliothek, die aus Jurkat Zellen isoliert wurde, mit dem Köder-Vektor BTM116-I1 durchsucht
(Germani et al., 1999). Die Jurkat-cDNS-Bibliothek liegt im Fisch-Vektor pGAD als Fusion mit der
bakteriellen Gal4-Aktivierungsdomäne vor.
Die primäre Transfektionseffizienz dieses ‘Screens’ betrug 1x107, was auch hier ca. dem Fünffachen
der Anzahl unabhängiger Klone der Jurkat-cDNS-Bibliothek (1-2x106) entspricht. Daher kann auch
hier davon ausgegangen werden, daß alle möglichen Protein-Interaktionspartner erfaßt wurden. Nach
einem Amplifikationsschritt wurden insgesamt 7x107 Transfektanten auf –Trp,-Leu,-His-
Selektionsmedium (5 mM 3-Aminotriazol) ausplattiert, so daß die Wachstumsselektion wie unter
‘Screening der Maus-Embryo-cDNS-Bibliothek‘ beschrieben, erfolgte. Insgesamt wuchsen auf dem
Selektionsmedium 300 His+-prototrophe Einzelklone. Von diesen wurden 182 Klone analysiert. Da
sich bei der anschließenden Sequenzanalyse einiger dieser Klone zeigte, daß ein Großteil ebenfalls für
die bekannten IGF-1 Rezeptor-Interaktionspartner p85a, p85b, Grb10 und desweiteren für die p55-
Untereinheit der PI3-Kinase und 14-3-3b kodierten (Furlanetto et al., 1997; Lamothe et al., 1995;
Morrione et al., 1996; Mothe et al., 1997) , wurden diese Klone im folgenden mit spezifischen DNS-
Sonden detektiert und nicht weiter verfolgt. Die nach diesem Verfahren selektionierten cDNSs wurden
sequenziert und die entsprechenden Gal4-Fusionsproteine zum Ausschluß von Falschpositiven auf
Interaktion mit Lamin untersucht (s.o.). Nach Abschluß dieser Analysen ergab sich das in Tabelle 2
dargestellte Bild.
cDNS Anzahl
p85a, p85b, Grb10,p55, 14-3-3b 145
APS 1
IIP-10 11
SSI 1
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cDNS Anzahl
Falschpositive 24
Tabelle 2: Auflistung der IGF-1 Rezeptor-Interaktionspartner, die im ‘2-Hybrid-Screening’ einer Jurkat-
cDNS-Bibliothek isoliert wurden.
Von den 182 Klonen, die insgesamt untersucht wurden, kodierten auch bei diesem ‘Screen’ die
meisten für spezifische Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors, wobei acht verschiedene Proteine
isoliert wurden, auf die in 1.2.1. und 1.2.2. näher eingegangen wird. Es ist anzumerken, daß SSI
(‘STAT induced STAT-Inhibitor‘, AC: AB000734) nicht weiter analysiert wurde, da SSI nur eine
äußerst schwache Wechselwirkung mit dem IGF-1 Rezeptor zeigte. In diesem ‘Screen‘ waren 24
Klone falschpositiv, also ein etwas höherer Anteil als bei dem ‘Screen‘ der Maus-Embryo-cDNS-
Bibliothek.
1.2.1. Die im ‘2-Hybrid-Screening’ isolierten bekannten Interaktionspartner des IGF-1
Rezeptors
In dem ‘2-Hybrid-Screening’ der beiden cDNS-Bibliotheken wurden eine Reihe von schon
beschriebenen Bindungspartnern des IGF-1 Rezeptors isoliert. Dies ist positiv zu bewerten, da so
davon auszugehen ist, daß die isolierten bislang unbekannten Interaktionspartner relevante
Bindungspartner des Rezeptors darstellen. Zu den bekannten Bindungspartnern, die in diesen
‘Screens‘ isoliert wurden, zählen die p85a-, die p85b- und die p55-Untereinheiten der PI3-Kinase
(Lamothe et al., 1995; Mothe et al., 1997), Grb10 (Morrione et al., 1996) , SH2B (Wang und Riedel,
1998) und 14-3-3b (Furlanetto et al., 1997). Die phosphorylierungsabhängige Interaktion mit dem
IGF-1 Rezeptor konnte in ‘Hefe-Koloniewachstumsassays‘ bestätigt werden (Abbildung 8).
Abbildung 8: ‘Hefe-Koloniewachstumsassay’ zur Verifizierung der Interaktion zwischen IGF-1 Rezeptor und
bekannten Bindungspartnern, die in ‘2-Hybrid Screens‘ isoliert wurden. Alle getesteten Proteine interagieren
mit dem Wildtyp IGF-1 Rezeptor, jedoch nicht mit der Kinase-inaktiven Mutante (muIGF-1 Rezeptor). L40
Hefen wurden mit den Köder-Vektoren BTM116-I1 bzw -K1 und Fisch-Vektoren, die für die entsprechenden
bekannten IGF-1 Rezeptor-Interaktionspartner kodieren, ko-transfektiert. Die Wachstumsselektion erfolgte auf
His-defizientem Medium.
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Bis auf 14-3-3b handelt es sich bei den isolierten Proteinen um Signalproteine, die eine SH2-Domäne,
eine bekannte Phosphotyrosin-Interaktionsdomäne, enthalten. Interessanterweise ergab die
Sequenzanalyse, daß die isolierten cDNSs jeweils für die SH2 Domäne der Proteine kodieren
(Abbildung 9). Dieser Befund bestätigt die veröffentlichten Daten, daß die SH2-Domäne dieser
Signalproteine die Interaktion mit dem IGF-1 Rezeptor vermittelt. Die 14-3-3b-cDNS kodiert für die
gesamte Aminosäuresequenz des Proteins (Abbildung 9). 14-3-3 Proteine zeichnen sich nicht durch
eine distinkte Protein-Interaktions-Domäne aus, sind jedoch bekannt dafür, daß sie an Phosphoserin-
bzw. Phosphothreonin-Reste binden.
Abbildung 9: Schematische Darstellung der im ‘2-Hybrid-Screen’ isolierten cDNS-Klone, die für bekannte
IGF-1 Rezeptor-interagierende Proteine kodieren.
1.2.2. Die im ‘2-Hybrid-Screening’ isolierten neuen Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors
Interessanterweise wurden auch Proteine isoliert, die bislang noch nicht als IGF-1 Rezeptor-bindende
Proteine beschrieben sind. Unter ihnen sind einige Proteine, die sich durch eine SH2-Domäne
auszeichnen wie APS, das als c-kit interagierendes Protein erstmals beschrieben wurde (Yokouchi et
al., 1997), die src-ähnliche Kinase p59fyn (Cooke und Perlmutter, 1989) und die Adaptorproteine
Grb7 und nckb (Keegan und Cooper, 1996; She et al., 1997). Es ist anzunehmen, daß die SH2-
Domäne dieser Proteine auch die Interaktion mit dem IGF-1 Rezeptor vermittelt, da die isolierten
partiellen cDNSs jeweils für den Bereich des Proteins kodieren, der die SH2-Domäne beinhaltet
(Abbildung 10).
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Neben diesen SH2-Proteinen wurden auch einige Proteine als IGF-1 Rezeptor-Bindungspartner
isoliert, die sich nicht durch eine SH2-Domäne oder eine PTB-Domäne auszeichnen. Dazu gehört das
Zinkfinger-Protein Zfp38, das sieben Cys2His2-Zink-komplexierende Finger aufweist (Noce et al.,
1992). Für die Bindung von Zfp38 an den IGF-1 Rezeptor sind scheinbar die Zinkfinger-Motive
verantwortlich, da der isolierte cDNS-Klon für zwei der sieben Cys2His2-Zinkfinger kodiert
(Abbildung 10). Eine andere partielle cDNS, die in dem IGF-1 Rezeptor-’Screen’ isoliert wurde,
kodiert für die Homeobox-Domäne von Pax3 (Abbildung 10) (Goulding et al., 1991).
Außerdem wurden zwei partielle cDNS-Klone isoliert, deren Sequenzen zu diesem Zeitpunkt noch
nicht als ‘volle Länge cDNS’ veröffentlicht waren. Diese Klone wurden als IIP-1 und IIP-10 (für IGF-
1 Rezeptor-interagierendes Protein-1 und –10) bezeichnet. Von IIP-1 war lediglich ein partieller cDNS
Klon, der für das Tax-interagierende Protein-2 kodiert, bekannt (Rousset et al., 1998). Im Verlauf
dieser Arbeit wurde IIP-1 außerdem als GIPC (‘GAIP interacting protein, C-terminus‘) beschrieben,
das mit dem RGS (‘regulator of G protein signaling‘)-Protein GAIP (‘Ga interacting protein‘)
interagiert. Die kodierende Region von IIP-1 ist identisch zu der von GIPC. Lediglich der 5’-
untranslatierte Bereich von GIPC (nt1-55) unterscheidet sich von dem von IIP-1. In Abbildung 10 sind
die beiden partiellen cDNS-Klone von IIP-1 dargestellt, die in dem ‘2-Hybrid-Screening‘ isoliert
wurden. Interessanterweise kodieren beide für die PDZ-Domäne des Proteins, einer bekannten Protein-
Interaktionsdomäne. Die Bezeichnung PDZ leitet sich von PSD-95, Dlg und ZO-1 ab, den ersten
Proteinen, in denen diese Protein-Interaktionsdomäne entdeckt wurde (Ponting et al., 1997).
Zum Zeitpunkt der Identifizierung von IIP-10 als IGF-1 Rezeptor-interagierendes Protein war auch
diese kodierende Sequenz noch nicht in den öffentlichen cDNS-Datenbanken registriert. In dem ‘2-
Hybrid-Screen‘ wurde nur ein partieller Klon von IIP-10 isoliert und erst im Verlauf der Arbeit wurde
die volle Länge unabhängig von dieser Arbeit veröffentlicht (AC: AF161493). Die mRNS, auf die sich
der Datenbankeintrag bezieht, wurde aus CD34+-Stammzellen isoliert und zeigt starke Homologien zu
dem Gallus gallus Thymozyten Protein A1 (Thomson et al., 1997). Der mit dem IGF-1 Rezeptor-
interagierende Klon von IIP-10 kodiert fast für das gesamte Protein, das keine der bislang bekannten
Protein-Interaktionsdomänen aufweist (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der in ‘2-Hybrid-Screens’ isolierten cDNS-Klone, die für neue IGF-
1 Rezeptor-interagierende Protein kodieren.
In einem ‘Hefe-Koloniewachstumsassays‘ konnte die Interaktion zwischen Wildtyp IGF-1 Rezeptor
und den neuen Bindungspartnern, die in den ‘2-Hybrid-Screens‘ isoliert wurden, bestätigt werden
(Abbildung 11). Um zu untersuchen, ob die Protein-Interaktionen von der Tyrosinphosphorylierung
des Rezeptors abhängig sind, wurde auch die Kinase-inaktive Mutante des IGF-1 Rezeptors (mu IGF-
1 Rezeptor) in dem ‘Hefe-Koloniewachstumsassays’ getestet (Abbildung 11). Die SH2-Proteine APS,
p59fyn, Grb7, und nckb interagierten nur mit dem aktivierten Rezeptor, was eine SH2-vermittelte
Phosphotyrosin-Interaktion widerspiegelt. Auch das Zinkfinger-Protein Zfp38 und Pax3 binden
Kinase-abhängig an den Rezeptor. Interessanterweise interagiert IIP-1 sowohl mit dem Wildtyp
Rezeptor als auch mit der Kinase-inaktiven Mutante. IIP-10 dagegen interagiert wiederum nur mit der
aktivierten, phosphorylierten Form des Rezeptors.
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Abbildung 11: ‘Hefe-Koloniewachstumsassay’ zur Verifizierung der Interaktion zwischen IGF-1 Rezeptor
und in ‘2-Hybrid Screens‘ isolierten neuen Bindungspartnern. Mit Ausnahme von IIP-1 interagieren alle
getesteten Proteine mit dem Wildtyp IGF-1 Rezeptor, aber nicht mit der Kinase-inaktiven Mutante des Rezeptors
(mu IGF-1R). IIP-1 jedoch bindet sowohl an den Wildtyp Rezeptor als auch an die Kinase-inaktive Mutante. L40
Hefen wurden mit BTM116-I1 bzw. -K1 und Fisch-Vektoren, die für die entsprechenden neuen
Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors kodieren, ko-transfektiert. Die Wachstumsselektion erfolgte auf His-
defizientem Medium.
1.2.3. Charakterisierung der Bindungsspezifität der neuen Interaktionspartner des IGF-1
Rezeptors
Da der Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Identifizierung IGF-1 Rezeptor-bindender Proteine liegt, die
spezifisch für diesen Rezeptor sind, wurden die unter 1.2.2. beschriebenen neuen Bindungspartner des
IGF-1 Rezeptors auf Interaktion mit dem Insulin Rezeptor im 2-Hybrid-System getestet. Der Insulin-
Rezeptor ist innnerhalb der Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen am nächsten verwandt mit dem IGF-
1 Rezeptor. ‘Hefe-Koloniewachstumsassays’ (Abbildung 12) zeigten, daß sowohl die SH2-Proteine
APS, p59fyn, Grb7 und nckb als auch Zfp38 und Pax3 mit dem Insulin Rezeptor interagierten.
Überraschenderweise zeigten jedoch IIP-1 und IIP-10 keine Interaktion mit dem Insulin Rezeptor.
Diese beiden Proteine weisen also zumindest im Vergleich mit dem Insulin Rezeptor eine
Bindungsspezifität für den IGF-1 Rezeptor auf. Dieser Befund war ein erster Hinweis darauf, daß in
den ‘2-Hybrid-Screens‘ spezifischere Interaktionspartner für den IGF-1 Rezeptor gefunden worden
waren. Die Relevanz als IGF-1 Rezeptor-bindende Proteine wurde im weiteren Verlauf dieser Arbeit
näher untersucht.
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Abbildung 12: ‘Hefe-Koloniewachstumsassay’ zur Untersuchung der Interaktion zwischen Insulin Rezeptor
und den neuen in ‘2-Hybrid-Screens‘ isolierten IGF-1 Rezeptor-interagierenden Proteinen (IIPs). Alle
getesteten Proteine mit Ausnahme von IIP-1 und IIP-10 interagieren mit dem Insulin Rezeptor. L40 Hefen
wurden mit dem BTM116-Köder-Vektor, der für den Insulin-Rezeptor kodiert, und Fisch-Vektoren, die für die
entsprechenden neuen Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors kodieren, ko-transfektiert. Die
Wachstumsselektion erfolgte auf His-defizientem Medium.
1.2.4. Weitergehende Charakterisierung der Bindungsspezifität von IIP-1
In 1.2.3. konnte gezeigt werden, daß IIP-1 nicht mit dem dem IGF-1 Rezeptor sehr verwandten Insulin
Rezeptor interagiert. Um zu untersuchen, ob IIP-1 jedoch an andere Rezeptor-Tyrosinkinasen bindet,
wurden verschiedene Vertreter dieser Rezeptor-Familie wie c-ros, c-met, c-ret, c-kit und c-fms in
‘Hefe-Koloniewachstumsassays’ auf Interaktion mit IIP-1 getestet (Abbildung 13). Interessanterweise
zeigte keine dieser Rezeptor-Tyrosinkinasen eine Bindung an IIP-1, alle interagierten jedoch mit der
p85b-Untereinheit der PI3-Kinase. Dieses Ergebnis unterstützt die Annahme, daß IIP-1 ein
spezifisches Bindeprotein des IGF-1 Rezeptors ist, das nicht mit einer Reihe von anderen Rezeptor-
Tyrosinkinasen interagiert.
Dieser ‘2-Hybrid-Kolonie-Wachstumsassay‘ wurde bei einer Stringenz von 25 mM 3-Aminotriazol
durchgeführt. Selbst bei dieser hohen Konzentration von 3-Aminotriazol konnten Hefekolonien, die
mit den 2-Hybrid-Vektoren für den IGF-1 Rezeptor und IIP-1 transfektiert waren, auf dem
Selektionsmedium wachsen, was auf eine starke Interaktion zwischen dem IGF-1 Rezeptor und IIP-1
hinweist.
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Abbildung 13: ‘Hefe-Koloniewachstumsassay’ zur Untersuchung der Interaktion zwischen IIP-1 und
verschiedenen Rezeptor-Tyrosinkinasen. IIP-1 interagiert lediglich mit dem Wildtyp IGF-1 Rezeptor und der
Kinase-inaktiven Mutante (mu IGF-1 Rezeptor), jedoch nicht mit den anderen getesteten Rezeptor-
Tyrosinkinasen. Diese zeigten jedoch Bindung an p85b. L40 Hefen wurden mit BTM116-Köder-Vektoren, die für
die entsprechenden Rezeptor-Tyrosinkinasen kodieren, und VP16-Fisch-Vektoren, die für IIP-1 bzw. p85b
kodieren, ko-transfektiert. Die Wachstumsselektion erfolgte auf His-defizientem Medium, dem 25 mM 3-
Aminotriazol zugesetzt waren.
Interessanterweise zeigen auch andere PDZ-Proteine Spezifität für bestimmte Rezeptor-
Tyrosinkinasen. Zwei PDZ-Proteine, PDZ-1 und PDZ-2, die in ‘2-Hybrid-Screens‘ mit c-kit bzw. c-ret
gefunden wurden, binden jeweils nur an diese Rezeptoren und nicht an den IGF-1 Rezeptor, während
IIP-1 nur mit dem IGF-1 Rezeptor interagiert (Abbildung 14).
Abbildung 14: ‘Hefe-Koloniewachstumsassay’ zur Untersuchung der Bindungsspezifität von Rezeptor-
Tyrosinkinase-bindenden PDZ-Proteinen. IIP-1 interagiert lediglich mit dem IGF-1 Rezeptor, PDZ-1 nur mit
c-kit und PDZ-2 nur mit c-ret. L40 Hefen wurden mit BTM116-Köder-Vektoren, die für den IGF-1 Rezeptor bzw.
c-kit und c-ret kodieren, und VP16-Fisch-Vektoren, die für IIP-1 bzw. PDZ-1 und PDZ-2 kodieren, ko-
transfektiert. Die Wachstumsselektion erfolgte auf His-defizientem Medium.
2. Klonierung von IIP-1
Die Daten, die in den in 1.2.3. und 1.2.4. dargestellten 2-Hybrid-Experimenten über IIP-1 erhalten
wurden, gaben Grund zu der Annahme, daß IIP-1 eine Rolle als spezifisches Bindeprotein für den
IGF-1 Rezeptor spielt. Um die Interaktion zwischen IIP-1 und dem IGF-1 Rezeptor näher untersuchen
zu können, wurde zunächst die gesamte kodierende Sequenz von humanem IIP-1 kloniert.
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2.1. Klonierung von IIP-1 und einer Spleißvariante (IIP-1/p26) mittels RT-PCR
Die ‘volle-Länge-cDNS’ von humanem IIP-1 wurde aus folgenden Datenbankeinträgen
zusammengesetzt:
nt 1-299: EST BE019401 (EMBL Datenbank) nt 85-383
nt 300-404: EST BE729338 (EMBL Datenbank) nt 204-308
nt 455-1819: TIP-2 cDNS (AF028824, EMBL Datenbank) nt 1-1416
Die kodierende Sequenz umfaßt nt 175-1173. Um diese Sequenz über RT-PCR zu klonieren, wurden
Oligonukleotide generiert, die im 5’- und 3’-Bereich des offenen Leserahmens hybridisieren.
‘IIP-1-sense’: nt 113-130
‘IIP-1-reverse’: nt 1188-1205
Diese Oligonukleotide wurden in einer RT-PCR-Reaktion unter Verwendung von Gesamt-RNS von
MCF-7-Zellen eingesetzt. Es wurden zwei PCR-Fragmente erhalten, ein größeres mit einer Länge von
1093 nt, das der cDNS von IIP-1 entspricht, und ein kleineres mit einer Länge von 775 nt (Abbildung
15). Diese beiden Fragmente wurden in den Vektor pCR2.1 kloniert (pCR2.1-IIP-1, pCR2.1-IIP-
1/p26). Sequenzanalysen zeigten, daß nt 145-462 der ‘volle-Länge-cDNS’ in dem kleineren PCR-
Fragment fehlten. Diese Sequenz beinhaltet auch das Start-Kodon von IIP-1. Um herauszufinden, ob
die kürzere IIP-1-cDNS durch eine alternative Spleißreaktion enstanden ist, wurde die Exon-Intron-
Organisation von IIP-1 mittels Recherche in genomischen Datenbanken analysiert. Die IIP-1-cDNS
wird durch 8 Exons kodiert. Interessanterweise umfaßt Exon3 genau die 318 nt, die in dem kleineren
PCR-Fragment fehlen. Die kürzere cDNS von IIP-1 scheint daher aus einer alternativen Spleißreaktion
hervorgegangen zu sein. Diese alternativ gespleißte Form enthält nicht Exon3. Als Start-Kodon wird
vermutlich das erste ATG in Exon4 benützt.
Abbildung 15: Agarose-Gelelektrophorese der RT-PCR-Reaktion, durch die die ‘volle-Länge-cDNS’ von IIP-
1 generiert wurde. Die beiden RT-PCR-Produkte sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Die Exon-Organisation von
IIP-1 ist auf der rechten Seite dargestellt. Die Oligonukleotide, die in der RT-PCR-Reaktion verwendet wurden,
‘IIP-1-sense’ (sense) und ‘IIP-1-reverse’ (reverse), hybridisieren in Exon2 bzw. Exon8.
Ergebnisse
55
Die längere cDNS von IIP-1 kodiert für ein Protein mit einer Länge von 333 Aminosäuren und einem
errechneten Molekulargewicht von 36 kD, die alternativ gespleißte Form kodiert für ein kleineres
Protein mit einer Länge von 236 Aminosäuren und einem errechneten Molekulargewicht von 26 kD.
Diese Form wurde daher als IIP-1/p26 bezeichnet. IIP-1 besteht aus einer N-terminalen Region (AS 1-
131), der zentralen PDZ-Domäne (AS 132-213) und einer C-terminalen Region (AS 214-333)
(Abbildung 16). Die Aminosäuren 1-97 von IIP-1 fehlen in IIP-1/p26, so daß die N-terminale Region
von IIP-1/p26 kleiner ist als die von IIP-1. Sowohl die PDZ-Domäne als auch die C-terminale Region
sind jedoch in voller Länge vorhanden.
Abbildung 16: Schematische Darstellung der Domänenstruktur von IIP-1 und IIP-1/p26.
Eine PROSITE-Analyse der Aminosäuresequenz von IIP-1 (Abbildung 17) ergab, daß IIP-1 mehrere
putative Casein-Kinase II- und Protein Kinase C-Phosphorylierungsstellen und N-
Myristylierungsstellen sowie eine putative ‘Acyl Carrier Protein’ (ACP)-Domäne beinhaltet. ACP-
Domänen vermitteln u.a. die Palmitylierung anderer Proteine (Joshi et al., 1998). Außerdem ist N-
terminal eine Glycinreiche Region zu finden.
Abbildung 17: PROSITE-Analyse der Aminosäuresequenz von IIP-1.
Sowohl die kodierende Sequenz von IIP-1 als auch die von IIP-1/p26 wurden mittels PCR in den
Fisch-Vektor VP16 kloniert. Für die PCR wurde als ‘Template’ pCR2.1-IIP-1 bzw. pCR2.1IIP-1/p26
verwendet. Für die Amplifizierung der IIP-1-cDNS wurden die Oligonukleotide ‘VP16-IIP-1-sense’
       1  MPLGLGRRKK APPLVENEEA EPGRGGLGVG EPGPLGGGGS GGPQMGLPPP
      51  PPALRPRLVF HTQLAHGSPT GRIEGFTNVK ELYGKIAEAF RLPTAEVMFC
     101  TLNTHKVDMD KLLGGQIGLE DFIFAHVKGQ RKEVEVFKSE DALGLTITDN
     151  GAGYAFIKRI KEGSVIDHIH LISVGDMIEA INGQSLLGCR HYEVARLLKE
     201  LPRGRTFTLK LTEPRKAFDM ISQRSAGGRP GSGPQLGTGR GTLRLRSRGP
     251  ATVEDLPSAF EEKAIEKVDD LLESYMGIRD TELAATMVEL GKDKRNPDEL
     301  AEALDERLGD FAFPDEFVFD VWGAIGDAKV GRY*
putative Caseinkinase II-Phosphorylierungsstelle
putative N-Myristylierungsstelle
putative Proteinkinase C-Phosphorylierungsstelle
putative Acyl-Carrierprotein-Domäne
Glycinreiche Region
PDZ-Domäne
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und ‘VP16-IIP-1-reverse’ eingesetzt, die zusätzlich NotI-Restriktionsschnittstellen zur Klonierung in
den AD-Vektor VP16 beinhalten. Für die Amplifizierung der IIP-1/p26-cDNS wurde das gleiche 3’-
Oligonukleotid (‘VP16-IIP-1-reverse’) verwendet, jedoch als 5’-Oligonukleotid ‘VP16-IIP-1/p26-
sense’ eingesetzt. Die resultierenden Plasmide wurden als VP16-IIP-1 bzw. VP16-IIP-1/p26
bezeichnet.
2.2. Interaktion der Spleißvariante IIP-1/p26 mit dem IGF-1 Rezeptor
Die Spleißvariante IIP-1/p26 wurde auf Interaktion mit dem IGF-1 Rezeptor in einem ‘Hefe-
Koloniewachstumsassay’ untersucht (Abbildung 18). Trotz einer trunkierten N-terminalen Domäne
interagiert auch IIP-1/p26 mit dem IGF-1 Rezeptor, wobei die Interaktion wie auch bei IIP-1
unabhängig von dem Phosphorylierungsstatus des Rezeptors ist.
Abbildung 18: ‘Hefe-Koloniewachstumsassay’ zur Untersuchung der Interaktion zwischen IIP-1/p26 und
dem IGF-1 Rezeptor. IIP-1/p26 interagiert sowohl mit dem Wildtyp IGF-1 Rezeptor als auch mit der Kinase-
inaktiven Mutante (mu IGF-1 Rezeptor). L40 Hefen wurden mit BTM116-I1 bzw. -K1 und VP16-IIP-1/p26 ko-
transfektiert. Die Wachstumsselektion erfolgte auf His-defizientem Medium.
3. Charakterisierung der Interaktion zwischen IIP-1 und dem IGF-1 Rezeptor im 2-
Hybrid-System
3.1. Identifizierung der PDZ-Domäne von IIP-1 als Bindedomäne für den IGF-1 Rezeptor
IIP-1 zeichnet sich durch eine zentrale PDZ-Domäne aus. Wie bereits erwähnt, handelt es sich bei
dieser Domäne um eine Protein-Interaktionsdomäne, die in sehr vielen Membran-assoziierten
Proteinen vorkommt und die Interaktion mit Membran-assoziierten Proteinen wie ‘tight junction‘-
Elementen, Ionenkanälen und Signaltransduktoren vermittelt (Ponting et al., 1997). Im folgenden
wurde untersucht, ob die PDZ-Domäne von IIP-1 auch die Interaktion mit dem IGF-1 Rezeptor
vermittelt.
Die in dem ‘2-Hybrid-Screen’ isolierten partiellen Klone von IIP-1, IIP-1a und IIP-1b, kodieren beide
für die PDZ-Domäne (Abbildung 10, Abbildung 19). IIP-1a (AS 116-323) besteht aus der PDZ-
Domäne und der C-terminalen Region von IIP-1. In IIP-1b (AS 8-214) fehlt der C-Terminus, die N-
terminale Region und die PDZ-Domäne sind dagegen vorhanden. Sowohl IIP-1a als auch IIP-1b
interagierten mit dem IGF-1 Rezeptor in einem ‘Hefe-Koloniewachstumsassay’ (Abbildung 19).
Schon dieser Befund weist daraufhin, daß die PDZ-Domäne eine essentielle Rolle für die Bindung an
den IGF-1 Rezeptor spielt. Um die Bedeutung dieser Domäne für die Interaktion mit dem IGF-1
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Rezeptor genauer zu untersuchen, wurden verschiedene Deletionsmutanten von IIP-1 hergestellt und
in ‘Hefe-Koloniewachstumsassays’ auf Interaktion mit dem IGF-1 Rezeptor getestet.
3.1.1. Klonierung der IIP-1-Deletionsmutanten
Es wurden drei verschiedene Deletionsmutanten von IIP-1 generiert, in denen weder die N- noch die
C-terminalen Regionen von IIP-1 vorhanden sind. Eine Mutante umfaßt jedoch noch die gesamte
PDZ-Domäne (PDZ, AS 118-229), während in den beiden anderen Mutanten N- bzw. C-terminale
Anteile dieser Domäne deletiert sind (PDZDN, AS 150-214; PDZDC, AS 129-188). Die Generierung
der Deletionsmutanten erfolgte mittels PCR unter Verwendung der ‘volle-Länge-cDNS’ von IIP-1 (in
pCR2.1, siehe 2.1.), wobei am 5’- und am 3’-Ende NotI-Restriktionsschnittstellen zur Klonierung in
den Fisch-Vektor VP16 eingeführt wurden. Für die Herstellung des Konstruktes VP16-PDZ wurden
die Oligonukleotide ‘PDZ-sense’ bzw. ‘PDZ-reverse’ verwendet, für die Generierung des Konstruktes
PDZDN ‘PDZDN-sense’ und ‘PDZDN-reverse’ und für die Generierung des Konstruktes PDZDC die
Oligonukleotide ‘PDZDC-sense’ und ‘PDZDC-reverse’. Nach entsprechendem Restriktionsverdau
konnten die PCR-Fragmente in den Fisch-Vektor VP16 kloniert werden. Die resultierenden Plasmide
wurden als VP16-PDZ, VP16-PDZDN und VP16-PDZDC bezeichnet.
3.1.2. Interaktion zwischen IIP-1-Deletionsmutanten und IGF-1 Rezeptor in ‘Hefe-
Koloniewachstumsassays’
Die unter 3.1.1. beschriebenen Deletionsmutanten von IIP-1, die entweder noch die gesamte PDZ-
Domäne von IIP-1 umfassen (PDZ, AS 118-229), oder durch N- bzw. C-terminale Deletionen dieser
Domäne charakterisiert sind (PDZDN, AS 150-214; PDZDC, AS 129-188), wurden im 2-Hybrid-
System auf Interaktion mit dem IGF-1 Rezeptor getestet, um zu untersuchen, ob die PDZ-Domäne
alleine die Interaktion mit dem IGF-1 Rezeptor vermitteln kann (Abbildung 19).
Abbildung 19: ‘Hefe-Koloniewachstumsassay’ zur Untersuchung der Interaktion zwischen IGF-1 Rezeptor
und Deletionsmutanten von IIP-1. Der IGF-1 Rezeptor zeigt Interaktion mit IIP-1a, IIP-1b und der PDZ-
Domäne alleine, jedoch nicht mit den Deletionsmutanten PDZDN und PDZDC. L40 Hefen wurden mit BTM116-
I1 und VP16-Fisch-Vektoren, die für IIP-1, IIP-1a bzw. IIP-1b oder für die Deletionsmutanten PDZ, PDZDN
oder PDZDC kodieren, ko-transfektiert. Die Wachstumsselektion erfolgte auf His-defizientem Medium.
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In diesen ‘Hefe-Koloniewachstumsassays’ zeigte die PDZ Domäne alleine immer noch Bindung an
den IGF-1 Rezeptor. Sind jedoch N- oder C-terminale Bereiche dieser Domäne wie in PDZDN und
PDZDC deletiert, ist keine Interaktion mehr mit dem IGF-1 Rezeptor möglich.
Die Ergebnisse dieser ‘Hefe-Koloniewachstumsassays’ belegen eindeutig, daß die PDZ-Domäne von
IIP-1 für die Interaktion mit dem IGF-1 Rezeptor essentiell ist. Die N- und C-terminale Region von
IIP-1 scheinen an der Interaktion nicht beteiligt zu sein.
3.2. Identifizierung des C-Terminus des IGF-1 Rezeptors als Bindungsstelle für IIP-1
PDZ-Domänen binden oftmals an den C-Terminus ihrer Interaktionspartner (Ponting et al., 1997),
wobei die letzten 3 Aminosäuren besonders wichtig für die Interaktion sind. Um zu untersuchen, ob
auch der C-Terminus des IGF-1 Rezeptors als Bindungsstelle für IIP-1 fungiert, wurden der Wildtyp
C-Terminus des IGF-1 Rezeptors (letzte elf Aminosäuren) bzw. mutierte C-Termini, in denen einzelne
Aminosäuren gegen die korrespondierenden Aminosäuren des Insulin Rezeptors ausgetauscht sind,
auf Interaktion mit IIP-1 in ‘Hefe-Koloniewachstumsassays’ untersucht.
3.2.1. Klonierung von IGF-1 Rezeptor-Peptiden in den Köder-Vektor BTM116
Zur Herstellung der LexA-Fusionsproteine, die für den Wildtyp C-Terminus des IGF-1 Rezeptors
bzw. für mutierte C-Termini kodieren, wurden entsprechende komplementäre Oligonukleotide
generiert, hybridisiert und in die EcoRI/SalI-Restriktionsschnittstellen des Köder-Vektors BTM116
kloniert.
In
Tabelle 3 sind die einzelnen Peptide und die entsprechenden Oligonukleotide, die für die Klonierung
der Peptide verwendet wurden, aufgelistet.
Bezeichnung Peptid 5‘ Oligonukleotid 3‘-Oligonukleotid
IGF-1R* C-terminale 11 AS des IGF-1 R IGF-1R*-sense IGF-1R*-reverse
IR* C-terminale 11 AS des IR IR*- sense IR*-reverse
IR*NPS®STC C-terminale 11AS des IR, wobei die C-
terminale 3 AS gg. die korrespond. AS des
IGF-1R ausgetauscht sind.
IR*NPS®STC-
sense
IR*NPS®STC-
reverse
IGF-1R*S®N C-terminale 11 AS des IGF-1R, wobei die
letzte AS gg. die korrespond. AS des IR
ausgetauscht ist.
IGF-1R*S®N-
sense
IGF-1R*S®N-
reverse
IGF-1R*T®P C-terminale 11 AS des IGF-1R, wobei die
vorletzte AS gg. die korrespond. AS des IR
ausgetauscht ist.
IGF-1R*T®P-
sense
IGF-1R*T®P-
reverse
IGF-1R*C®S C-terminale 11 AS des IGF-1R, wobei die
drittletzte AS gg. die korrespond. AS des IR
ausgetauscht ist.
IGF-1R*C®S-
sense
IGF-1R*C®S-
reverse
Tabelle 3: Auflistung der IGF-1 Rezeptor (IGF-1R) -Insulin Rezeptor (IR) -Peptide und der entsprechenden
Oligonukleotide, die in den Köder-Vektor BTM116 kloniert wurden.
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3.2.2. Interaktion von IGF-1 Rezeptor-Peptiden mit IIP-1 in ‘Hefe-Koloniewachstumsassays’
Die in 3.2.1. aufgeführten C-terminalen IGF-1 Rezeptor-Peptide wurden in ‘Hefe-
Koloniewachstumsassays’ auf Interaktion mit IIP-1 getestet, um die Bedeutung des C-Terminus des
IGF-1 Rezeptors als Bindungsstelle für IIP-1 herauszufinden (Abbildung 20, unterer Teil). Außerdem
wurde die Stärke der Peptid-IIP-1-Interaktionen mittels eines ‘b-Galaktosidase-Assays‘ quantifiziert
(Abbildung 20, oberer Teil). Diese Untersuchungen ergaben, daß die C-terminalen 11 Aminosäuren
des IGF-1 Rezeptors (IGF-1R*) ausreichend für die Bindung an IIP-1 sind. Die ‘Hefe-
Koloniewachstumsassays’ zeigten sogar, daß die Bindung von IIP-1 an das IGF-1 Rezeptor-Peptid
ähnlich stark ist wie die Bindung an die gesamte zytoplasmatische Domäne des Rezeptors. Im
Gegensatz dazu konnte sowohl mittels des ‘Koloniewachstumsassays‘ als auch durch ‘b-
Galaktosidase-Assays‘ gezeigt werden, daß IIP-1 nicht an die C-terminalen elf Aminosäuren des
Insulin Rezeptors (IR*) bindet. Dies ist bemerkenswert, da fünf Aminosäuren dieser elf C-terminalen
Aminosäuren zwischen Insulin Rezeptor und IGF-1 Rezeptor identisch sind.
Die besondere Bedeutung der letzten drei Aminosäuren des C-Terminus des IGF-1 Rezeptors (STC)
als Bindungsstelle für IIP-1 konnte durch Analyse der ‘IGF-1 Rezeptor-Insulin Rezeptor-Hybrid-
Peptide‘ demonstriert werden. Interessanterweise interagierte IIP-1 mit einem mutierten C-Terminus
des Insulin Rezeptors, in dem die letzten drei Aminosäuren gegen die korrespondierenden
Aminosäuren des IGF-1 Rezeptors ausgetauscht sind (IR*NPS®STC). Umgekehrt konnten Peptide,
die aus einem mutierten C-Terminus des IGF-1 Rezeptors bestehen, in dem jeweils eine der letzten
drei Aminosäuren durch die korrespondierende Aminosäure des Insulin Rezeptors ersetzt ist (IGF-
1R*S®N, IGF-1R*T®P, IGF-1R*C®S), nicht mehr an IIP-1 binden.
Abbildung 20: ‘Hefe-Koloniewachstumsassay’ bzw. ‘b-Galaktosidase-Assay‘ zur Untersuchung der
Interaktion zwischen IIP-1 und C-terminalen IGF-1 Rezeptor-Peptiden. Für die Vermittlung der Interaktion
mit IIP-1 sind die letzten drei Aminosäuren des IGF-1 Rezeptors besonders wichtig. L40 Hefen wurden mit
BTM116-I1 oder BTM116-Köder-Vektoren, die für C-terminale Peptide des Rezeptors kodieren, und dem Fisch-
Vektor VP16-IIP-1 ko-transfektiert. Die Transfektanten wurden entweder auf b-Galaktosidase-Aktivität
untersucht (oberer Teil) oder auf His-defizientem Medium auf Wachstum getestet (unterer Teil). b-
Galaktosidase-Einheiten sind als % von dem Ansatz, in dem das Wildtyp IGF-1 Rezeptor Peptid (IGF-1R*)
verwendet wurde, angegeben.
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Diese Daten zeigen deutlich, daß die C-terminalen elf Aminosäuren des IGF-1 Rezeptors ausreichen,
um eine Interaktion mit IIP-1 zu vermitteln, und daß die letzten drei Aminosäuren (STC) für diese
Interaktion notwendig sind. Der übrige Teil der zytoplasmatischen Domäne des IGF-1 Rezeptors ist
für die Interaktion mit IIP-1 nicht relevant.
4. Nachweis der Interaktion zwischen IIP-1 und dem IGF-1 Rezeptor in vitro und in
Säugetierzellen
Interaktionen, die im 2-Hybrid-System identifiziert werden, sollten in biochemischen ‘Assay‘-
Systemen verifiziert werden, um die Relevanz der Wechselwirkung zu untermauern. Daher wurde zum
einen die Bindung von gereinigtem IIP-1 an den humanem IGF-1 Rezeptor und zum anderen die
Interaktion zwischen IIP-1 und IGF-1 Rezeptor in Säugetierzellen untersucht.
4.1. Klonierung von IIP-1 in bakterielle und eukaryotische Expressionsvektoren
Zunächst mußte IIP-1 in verschiedene Expressionsvektoren kloniert werden, um eine Expression in
Bakterien und Säugetierzellen zu ermöglichen. Außerdem wurde eine partielle cDNS von p85b (AC:
Y13569, AS: 591-722) in diese Expressionsvektoren kloniert. p85b sollte in den biochemischen
‘Assaysystemen‘ als Positivkontrolle für eine Interaktion mit dem IGF-1 Rezeptor fungieren.
Klonierung von IIP-1 und p85b in den bakteriellen Expressionsvektor pGex:
Die kodierende Sequenz von IIP-1 und eine partielle p85b-cDNS (s.o.) wurden über die NotI-
Restriktionsschnittstelle aus dem 2-Hybrid-Fisch-Vektor VP-16 in den bakteriellen Expressionvektor
pGex5x1 kloniert (pGex-IIP-1, pGex-p85). Damit konnten sowohl IIP-1 als auch p85b als
Fusionsprotein mit der Glutathion-S-Transferase (GST) in Bakterien exprimiert werden.
Klonierung von IIP-1 und p85b in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1flag
Die kodierende Sequenz von IIP-1 und die partielle p85b-cDNS wurden desweiteren aus dem 2-
Hybrid-Fisch-Vektor VP16 in den eukaryotischen Expressionsvektor pcDNA3.1flag über die NotI-
Restriktionsschnittstelle kloniert (pcDNAflag-IIP-1, pcDNAflag-p85). Damit konnten sowohl IIP-1 als
auch p85b mit einem N-terminalen ‘flag-Tag‘ in Säugetierzellen exprimiert werden.
4.2. Interaktion zwischen gereinigtem IIP-1 und dem IGF-1 Rezeptor in einem ‘GST-
Pulldown-Assay‘
Ein ‘GST-Pulldown-Assay‘ wurde durchgeführt, um die Interaktion zwischen IIP-1 und dem IGF-1
Rezeptor in vitro zu bestätigen. Dazu wurde die Bindung von bakteriell exprimiertem GST-IIP-1 an
den IGF-1 Rezeptor, der in IGF-1-stimulierten oder unstimulierten I24 Zellen (IGF-1 Rezeptor-
überexprimierende NIH3T3 Zellen) exprimiert wurde, untersucht (Abbildung 21). In der Tat konnte
GST-IIP-1 an beide Formen des Rezeptors, die unphosphorylierte und die phosphorylierte, binden
(Spur 1-2). Im Gegensatz dazu band GST-p85b nur an die aktivierte Form des Rezeptors, nicht jedoch
an die unphosphorylierte Form (Spur 3-4). Die Spezifität der Bindungsreaktionen wurde durch
Verwendung von GST ohne Fusionspartner verifiziert (Spur 5-6).
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Abbildung 21: ‘GST-Pulldown-Assay‘ zum Nachweis der Interaktion zwischen gereinigtem IIP-1 und dem
IGF-1 Rezeptor in vitro. GST-IIP-1 präzipitiert den phosphorylierten und unphosphorylierten IGF-1 Rezeptor
aus I24-Zellysaten (Spur 1-2). GST-p85b interagiert mit dem stimulierten, jedoch nicht mit dem unstimulierten
IGF-1 Rezeptor (Spur 3-4). GST alleine zeigt keine Bindung an den IGF-1 Rezeptor (Spur 5-6). GST-
Fusionproteine, gebunden an Glutathion-Sepharose, wurden mit Lysaten von I24 Zellen, die mit serumfreiem
Medium (0,1 % FKS, dialysiert) (Spur 1, 3, 5) oder mit IGF-1 stimuliert wurden (Spur 2, 4, 6), inkubiert. Die
Präzipitate wurden mittels anti-IGF-1-R-Immunoblot analysiert. Zum Nachweis der Expression und
Phosphorylierung des Rezeptors wurden die Gesamtzellysate mittels eines anti-IGF-1R- bzw. anti-
Phosphotyrosin (PY)-Immunoblottes (Spur 7-8 bzw. 9-10) analysiert. Die Pfeilspitze und der Pfeil markieren das
IGF-1 Rezeptor-Vorläufer-Protein bzw. die IGF-1 Rezeptor b-Untereinheit.
Das Ergebnis diese ‘GST-Pulldown-Assays‘ zeigt deutlich, daß gereinigtes IIP-1 mit dem IGF-1
Rezeptor interagiert, wobei diese Interaktion Kinase-unabhängig ist.
4.3. Ko-Immunpräzipitation von IIP-1-IGF-1 Rezeptor-Komplexen aus Säugetierzellen
Um die Interaktion zwischen IIP-1 und dem IGF-1 Rezeptor auch in Säugetierzellen verifizieren zu
können, wurden Ko-Immunpräzipitationsexperimente unter Verwendung von HEK 293 Zellen, in
denen sowohl der IGF-1 Rezeptor als auch IIP-1 überexprimiert wurden, durchgeführt.
Dazu wurde der Expressionsvektor pcDNAflag-IIP-1 (bzw. als Kontrolle pcDNAflag-p85b)
zusammen mit einem Expressionsvektor, der für den Wildtyp IGF-1 Rezeptor bzw. für eine Kinase-
inaktive Mutante kodiert (pRK5-1714 bzw. pRK5-1564) in HEK 293 Zellen ko-transfektiert.
Proteinkomplexe, die ein flag-Fusionsprotein enthielten, wurden mittels flag-Agarose aus Lysaten
dieser transfektierten Zellen präzipitiert und das Vorhandensein des IGF-1 Rezeptors in diesen
Präzipitaten über einen anti-IGF-1 Rezeptor-Immunoblot nachgewiesen (Abbildung 22A). IIP-1
interagierte in den 293-Transfektanten sowohl mit dem Wildtyp IGF-1 Rezeptor als auch mit der
Kinase-inaktiven Mutante (Abbildung 22A, Spur 1-2). Damit konnten die Ergebnisse des ‘GST-
Pulldown-Assays‘ (4.2.) und der 2-Hybrid-Experimente (1.2.2.) auch in diesem experimentellen
System bestätigt werden. Die Kontrolle p85b band nur an den Wildtyp IGF-1 Rezeptor, jedoch nicht
an die Kinase-inaktive Mutante (Abbildung 22A, Spur 3-4).
In 2-Hybrid-Experimenten konnte eindeutig gezeigt werden, daß IIP-1 nicht mit dem Insulin Rezeptor
interagiert (1.2.3.). Dieses Ergebnis sollte in Ko-Immunpräzipitationsexperimenten aus
Säugetierzellen verifiziert werden. Dazu wurden HEK 293 Zellen mit pcDNAflag-IIP-1 bzw.
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pcDNAflag-p85b und einem eukaryotischen Expressionsvektor, der für den Insulin Rezeptor kodiert
(pCMVIR), ko-transfektiert. Mit Lysaten dieser transfektierten HEK 293 Zellen wurden
Immunpräzipitationsexperimente, wie oben beschrieben, durchgeführt (Abbildung 22B).
Erwartungsgemäß konnten Proteinkomplexe, die den Insulin Rezeptor und p85b enthielten (Abbildung
22B, Spur 2) aus den transfektierten Zellen präzipitiert werden, während keine Komplexe aus Insulin
Rezeptor und IIP-1 (Abbildung 22B, Spur 1) nachweisbar waren. Das Ergebnis dieses
Immunpräzipitationsexperimentes bestätigt eindeutig den Befund der 2-Hybrid-Experimente, daß IIP-
1 nicht mit dem Insulin Rezeptor interagiert.
Abbildung 22: Ko-Immunpräzipitationsexperimente zum Nachweis der Interaktion zwischen IIP-1 und dem
IGF-1 Rezeptor in HEK 293 Zellen. (A) Flag-IIP-1 präzipitiert den Wildtyp IGF-1 Rezeptor und eine Kinase-
inaktive Mutante aus 293 Zellen (oberer Teil, Spur 1-2), p85b assoziiert nur mit der Wildtyp Form des IGF-1
Rezeptors (oberer Teil, Spur 3-4). Lysate von 293 Zellen, die die jeweiligen Proteine überexprimierten, wurden
mit anti-flag-Agarose gemischt und die Präzipitate mittels anti-IGF-1R-Immunoblot analysiert. Die Expression
des IGF-1 Rezeptors wurde mittels eines anti-IGF-1R-Immunoblottes kontrolliert. Die IGF-1 Rezeptor-
Antikörper wurden anschließend von dem Blot gewaschen. Der Blot wurde anschließend unter Verwendung
eines anti-PY-Antikörpers analysiert, um die Phosphorylierung des Rezeptors zu verifizieren. Die Expression der
flag-Fusionsproteine wurde mittels eines anti-flag-Immunoblottes kontrolliert. (B) Der Insulin Rezeptor wird
von flag-p85 (oberer Teil, Spur 2), jedoch nicht von flag-IIP-1 (oberer Teil, Spur1) aus 293 Zellen präzipitiert.
Anti-flag-Immunpräzipitationsexperimente mit 293 Zellen, die flag-IIP-1 bzw. flag-p85b und den Insulin
Rezeptor überexprimieren, wurden wie in (A) beschrieben durchgeführt. Der Insulin Rezeptor wurde in diesen
Präzipitaten durch einen anti-Insulin-Rezeptor-Immunoblot nachgewiesen. Die Expression von Insulin Rezeptor
und flag-Fusionsproteinen wurde mittels anti-Insulin Rezeptor- bzw. anti-flag-Immunoblot nachgewiesen. Die
Pfeilspitze markiert die Position des IGF-1 Rezeptors- (A) bzw.des Insulin Rezeptor-Vorläuferproteins (B), der
Pfeil die Position der b-Untereinheit des IGF-1 Rezeptors. Der Stern und der Kreis markieren die Position der
Fusionsproteine flag-IIP-1 bzw. flag-p85b.
Diese Experimente demonstrieren, daß IIP-1 in Säugetierzellen spezifisch und Kinase-unabhängig mit
dem IGF-1 Rezeptor jedoch nicht mit dem Insulin Rezeptor interagiert.
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5. Expressionsstudien zu IIP-1
5.1. Expressionsstudien auf mRNS-Ebene
Zunächst wurde die Expression des IIP-1-Transkriptes in humanen Geweben mittels ‘Northern Blot’
untersucht. Dazu wurde ein bereits fertiger ‘Multiple Tissue mRNS Filter‘ mit einer Digoxigenin
(DIG)-markierten IIP-1-spezifischen Sonde, die die gesamte cDNS abdeckte, hybridisiert. Abbildung
23 zeigt das Ergebnis dieses ‘Multiple Tissue Northern Blottes’. Das ca. 1,8 kb große IIP-1 Transkript
konnte in fast allen hier untersuchten Geweben nachgewiesen werden. Bemerkenswerterweise zeigten
periphere Blutlymphozyten (PBLs) keine detektierbare Expression des Transkriptes. In Herz,
Skelettmuskel, Kolon, Niere und Plazenta ist eine starke Expression der IIP-1-mRNS zu beobachten,
während in Gehirn, Thymus, Milz, Leber, Dünndarm und Lunge wesentlich niedrigere mRNS-Spiegel
festgestellt wurden.
Abbildung 23: ‘Multiple Tissue Northern Blot’ zur Untersuchung der IIP-1 Expression in normalen
humanen Geweben. Ein ‘Multiple Tissue mRNS Filter‘ wurde mit einer DIG-markierten IIP-1-Sonde
hybridisiert. Zur Kontrolle der RNS-Menge wurde der Blot gestrippt und anschließend mit einer b-Aktin-
spezifischen Sonde hybridisiert.
Mittels des ‘Multiple Tissue Northern Blottes’ konnte ein breites Expressionsspektrum des IIP-1
Transkriptes in humanen Geweben nachgewiesen werden. Es wurde weitergehend noch ein ‘Multiple
Tissue Expression (MTE) Array’, auf dem mRNS von einer noch größeren Anzahl von humanen
Geweben – und auch Zellinien – punktuell aufgetragen ist, mit der DIG-markierten IIP-1-Sonde
hybridisiert. Das Ergebnis ist in Abbildung 24 dargestellt. Es ist erkennbar, daß das IIP-1-Transkript
nicht nur in sehr vielen adulten Geweben, sondern auch in allen untersuchten fötalen Geweben (Spalte
11) detektierbar ist. Das Expressionsmuster von IIP-1 in adulten Geweben, das sich aus diesem ‘MTE-
Array‘ ergibt, bestätigt weitestgehend die Daten des ‘Multiple Tissue Northern Blottes’. Die IIP-1-
mRNS wird in allen untersuchten Teilen des Gehirns und im Rückenmark exprimiert (Spalte 1-3).
Ebenso konnte eine Expression der IIP-1-mRNS in allen analysierten Bereichen des Herzens (Spalte
4) und des Magen-Darm-Traktes (Spalte 5-6) festgestellt werden. Die lymphatischen Organe zeigen
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jedoch eine unterschiedlich starke Expression von IIP-1. Während Milz (C7), Thymus (D7) und
Lymphknoten (F7) die IIP-1-mRNS exprimieren, ist eine Expression von IIP-1 in peripheren
Blutlymphozyten (E7) nicht detektierbar. Auch die untersuchten Blutkrebs-Zellinien exprimieren IIP-1
unterschiedlich stark. Die Leukämie-Zellinie HL-60 (A10) sowie die Burkitt’s-Lymphoma-Zellinien
Raji und Daudi (E10, F10) exprimieren das IIP-1-Transkript nicht bzw. nur so schwach, daß es nicht
nachweisbar ist. Im Gegensatz dazu kann in den Leukämie-Zellinien K-562 und MOLT-4 die IIP-1-
mRNS detektiert werden.
Abbildung 24: ‘Multiple Tissue Expression Array’ zum Nachweis der IIP-1 Expression in humanen
Geweben. Der ‘Multiple Tissue Expression Array’ wurde mit einer DIG-markierten IIP-1-Sonde hybridisiert.
5.2. Expressionsstudien auf Protein-Ebene
5.2.1. Gewinnung eines polyklonalen anti-IIP-1-Antiserums
Um eine Möglichkeit des direkten Nachweises des IIP-1-Proteins zu erhalten, wurde ein polyklonales
Serum in Kaninchen hergestellt. Als Immunogen diente bakteriell exprimiertes, gereinigtes GST-IIP-
1. Das Serum wurde über einen ELISA-Test auf IIP-1-spezifische Antikörper analysiert. Nach der
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Aufreinigung der IgGs wurden diese mittels eines Immunoblottes auf das Vorhandensein IIP-1-
spezifischer Antikörper getestet. Dazu wurden zunächst Lysate von untransfektierten HEK 293 Zellen
bzw. HEK 293 Zellen, die mit dem unter 4.3. erwähnten pcDNAflag-IIP-1 Konstrukt transfektiert
waren, und ein Lysat von Raji-Lymphomzellen hergestellt. Diese Lysate wurden in einem Immunoblot
mit dem aufgereinigten anti-IIP-1-Serum, mit anti-flag Antikörpern bzw. mit dem Prä-Immunserum
(PS) analysiert (Abbildung 25). In Lysaten von transfektierten (Spur 1) und untransfektierten Zellen
(Spur 2) erkennt das anti-IIP-1 Antiserum ein etwa 40 kD-Protein, was ca. dem errechneten
Molekulargewicht von IIP-1 (36 kD) entspricht. Daß es sich bei diesem Protein tatsächlich um
rekombinantes flag-IIP-11 (Spur 1) bzw. endogenes IIP-1 (Spur 2) handelt, wird durch den Befund
unterstützt, daß eine Bande auf der gleichen Höhe in dem anti-flag-Immunoblot des Lysates von flag-
IIP-1-überexprimierenden HEK 293 Zellen zu erkennen ist (Spur 4). Wie zu erwarten, kann das anti-
IIP-1-Serum in einem Immunoblot des Raji-Lymphomzell-Lysates dagegen keine Bande auf der Höhe
von 40 kD detektieren (Spur 3). Diese Zellen wurden als Negativkontrolle verwendet, da sie im
‘MTE-Array’ (Abbildung 24) durch eine nicht-detektierbare Expression des IIP-1-Transkriptes
aufgefallen waren.
Abbildung 25: Evaluierung des anti-IIP-1-Antiserums in Immunoblot-Experimenten. Das IIP-1-Antiserum
erkennt spezifisch ein 40 kD-Protein im Immunoblot eines Lysates von untransfektierten HEK 293 Zellen (Spur
2) oder HEK 293 Zellen, die mit pcDNAflag-IIP-1 transfektiert wurden (Spur 1). Der anti-flag-Antikörper
detektiert ein Protein auf der gleichen Höhe in einem Immunoblot des Lysates der HEK 293-Transfektanten
(Spur 4), während das Prä-Immunserum (PS) keine Bande erkennt (Spur 5). Der anti-IIP-1-Immunoblot eines
Lysates von Raji-Zellen zeigt ebenfalls kein Signal auf der entsprechenden Höhe (Spur 3). Es wurden jeweils 50
µg Gesamtzellprotein aufgetragen.
Diese Immunoblot-Analysen lassen also deutlich erkennen, daß das polyklonale anti-IIP-1-Antiserum
spezifisch für IIP-1 ist.
5.2.2. Nachweis der Ko-Expression von IIP-1 und dem IGF-1 Rezeptor in humanen
Tumorzellinien und Normalzellen
Um einen Hinweis auf einen möglichen funktionellen Zusammenhang zwischen zwei Proteinen zu
erhalten, wird oftmals das Expressionsmuster beider Proteine in verschiedenen Geweben und
Zelltypen analysiert.
Zur Untersuchung einer Ko-Expression von IIP-1 und IGF-1 Rezeptor wurde die Expression von IIP-1
in verschiedenen humanen Krebszellinien und in Normalzellen mittels Immunoblot analysiert und mit
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der Expression des IGF-1 Rezeptors verglichen. Immunoblot-Analysen von Lysaten dieser Zellen
(unter Verwendung von anti-IIP-1-Antiserum und anti-IGF-1 Rezeptor-Antikörper) zeigten, daß
sowohl IIP-1 als auch der IGF-1 Rezeptor in vielen adhärenten und nicht-adhärenten Zellen exprimiert
ist (Abbildung 26), wobei auffällt, daß die Stärke der Expression von IIP-1 und IGF-1 Rezeptor in den
verschiedenen Zelltypen korreliert. Tumorzellinien und Normalzellen, die IIP-1 stark exprimieren wie
die Melanom-Zellinie G361 (Spur 1), die Adenokarzinom-Zellinien SW480 und MCF-7 (Spur 2-3)
oder normale Brustepithelzellen (HMEC), normalen Lungenepithelzellen (SAEC) (Spur 3-4) und
Keratinozyten (Spur 11) weisen auch eine starke Expression des IGF-1 Rezeptors auf. Im Gegensatz
dazu zeigen die T-Zell-Leukämie-Zellinie MOLT-3 und die Burkitt-Lymphom-Zellinie Daudi (Spur 4-
5) wie auch die HUVEC-Endothelzellen und humane Fibroblasten eine schwache Expression von IIP-
1 und dem IGF-1 Rezeptor. In der promyelozytären Leukämie-Zellinie HL-60 (Spur 6) und in
peripheren Blutlymphozyten (Spur 12) ist die Expression beider Proteine äußerst niedrig.
Abbildung 26: Immunoblot-Analyse von Krebszellinien und normalen Zellen zur Untersuchung der
Expression von IIP-1 und IGF-1 Rezeptor. 40 µg Gesamtzellysat der verschiedenen Krebszellinien und
Normalzellen wurde mittels anti-IIP-1- und anti-IGF-1 Rezeptor-Immunoblot analysiert.
Aus diesen Immunoblot-Analysen geht deutlich hervor, daß die Expression von IIP-1 und IGF-1
Rezeptor in vielen verschiedenen Zelltypen korreliert. Es ist anzunehmen, daß diese Ko-Expression
auf eine Ko-Regulation der Expression auf Transkriptions- oder Translationsebene zurückzuführen ist.
Interessanterweise zeigen Zellen epithelialer Herkunft eine höhere Expression beider Proteine als
andere Zelltypen.
5.2.3. Ko-Lokalisation von IIP-1 und IGF-1 Rezeptor in MCF-7 Zellen
Für eine funktionelle Interaktion zwischen IIP-1 und dem Membran-assoziierten IGF-1 Rezeptor ist
die zelluläre Ko-Lokalisation beider Proteine eine essentielle Voraussetzung. Mittels
Immunfluoreszenz-Analysen wurde die Lokalisation von IIP-1 und dem IGF-1 Rezeptor in MCF-7
Zellen untersucht, die mit dem eukaryotischen Expressionsvektor pcDNAflagIIP-1 (4.1.) transfektiert
worden waren.
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Da sich in Vorversuchen herausstellte, daß der monoklonale anti-IGF-1 Rezeptor-Antikörper Ab-1 für
die Detektion des IGF-1 Rezeptors in fixierten Zellen am besten geeignet war, konnte für die
Detektion des in den transfektierten MCF-7-Zellen überexprimierten flag-IIP-1 bei Ko-Färbungen
nicht mehr der monoklonale anti-flag M2 Antikörper verwendet werden, sondern es mußte auf das
polyklonale anti-IIP-1-Antiserum zurückgegriffen werden. Daher wurde zunächst die Eignung dieses
Serums für Immunfluoreszenz-Analysen getestet. Dazu wurde eine Immunfluoreszenzfärbung der
flag-IIP-1-überexprimierenden MCF-7 Zellen mit anti-IIP-1-Antiserum und dem anti-flag-Antikörper
durchgeführt. Wie in Abbildung 27 zu sehen, unterscheidet sich das Signal, das durch das anti-IIP-1-
Antiserum erzeugt wurde (rote Färbung) nicht von dem Signal des anti-flag-Antikörpers (grüne
Färbung). Es ist jedoch anzumerken, daß es mit dem anti-IIP-1-Antiserum kaum möglich ist,
endogenes IIP-1, dessen Expression in MCF-7 Zellen mittels Immunoblot nachgewiesen werden
konnte (Abbildung 26), zu detektieren.
Abbildung 27: Immunfluoreszenzfärbung von flag-IIP-1-überexprimierenden MCF-7-Zellen zur
Evaluierung der Spezifität des anti-IIP-1-Antiserums. Das Fluoreszenzsignal, das mit dem anti-IIP-1-
Antiserum erzeugt wird (rot), stimmt mit dem anti-flag-Fluoreszenzsignal (grün) überein. MCF-7 Zellen, die mit
pcDNAflag-IIP-1 transfektiert worden waren, wurden mittels einer Immunfluoreszenzfärbung unter Verwendung
von anti-IIP-1-Antiserum und anti-flag-Antikörpern analysiert. Die Pfeile markieren transfektierte Zellen. Der
Balken entspricht 20 µm.
Mittels dieses Vorversuches konnte gezeigt werden, daß das anti-IIP-1-Antiserum für
Immunfluoreszenzfärbungen von Zellen geeignet ist. Daher wurden im folgenden MCF-7-Zellen, die
transient das flag-IIP-1-Fusionsprotein überexprimierten, mittels einer Ko-Färbung unter Verwendung
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von anti-IIP-1-Antiserum und anti-IGF-1 Rezeptor-Antikörper Ab-1 analysiert. Wie zu erwarten,
konnte der IGF-1 Rezeptor in dieser Immunfluoreszenz-Färbung an der Zellmembran nachgewiesen
werden (Abbildung 28, rote Färbung). IIP-1 wurde im Zytoplasma, v.a. in Membran-nahen Bereichen
detektiert (grüne Färbung). In nicht-transfektierten Zellen konnte endogenes IIP-1 kaum nachgewiesen
werden, während transfektierte Zellen eine starke Färbung von rekombinantem IIP-1 zeigten.
Abbildung 28: Immunfluoreszenzfärbung von MCF-7 Zellen zum Nachweis der Ko-Lokalisation von IIP-1
und IGF-1 Rezeptor. IIP-1 Expression kann in Membran-nahen Regionen des Zytoplasmas detektiert werden,
wobei diese Lokalisation mit der Membran-assoziierten Lokalisation des IGF-1 Rezeptors überlappt. MCF-7
Zellen, die mit pcDNAflag-IIP-1 transfektiert worden waren, wurden mittels einer Immunfluoreszenzfärbung
unter Verwendung von anti-IIP-1-Antiserum und anti-IGF-1 Rezeptor-Antikörper (Ab-1) analysiert. Die Pfeile
markieren transfektierte Zellen. Der Balken entspricht 20 µm.
Die überlappende Lokalisation von IIP-1 und IGF-1 Rezeptor in Membran-nahen Bereichen von
MCF-7 Zellen ist ein weiterer Hinweis auf einen funktionellen Zusammenhang beider Proteine
6. Zellbiologische Untersuchungen zu IIP-1
Um die in verschiedenen experimentellen Systemen nachgewiesene Interaktion zwischen IIP-1 und
dem IGF-1 Rezeptor auf ihre funktionelle Bedeutung in eukaryotischen Zellen zu untersuchen, wurden
stabile MCF-7-IIP-1-Transfektanten generiert. Diese stabilen MCF-7 Zellen wurden in Bezug auf ihr
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Verhalten in IGF-1-vermittelten Zellfunktionen wie Proliferation, Apoptoseschutz und Migration
analysiert.
6.1. Tetracyclin-induzierbare Expression von IIP-1 in MCF-7 Zellen
Zur stabilen Überexpression von IIP-1 in MCF-7 Zellen wurde das tet-on-System der Firma Clontech
verwendet. Mittels dieses Systems ist es möglich, die Expression des stabil transfektierten Proteins
durch Zugabe von Tetracyclin bzw. des stabileren Tetracyclin-Derivates Doxycyclin zu induzieren.
Dieses System hat den Vorteil, daß der gleiche stabile Klon in An- und Abwesenheit des
transfektierten Proteins untersucht werden kann, so daß klonale Effekte ausgeschlossen werden
können. Für die Etablierung des tet-on-Systems sind zwei Transfektionsschritte notwendig. Zuerst
muß ein Vektor (pTet-on), der für den ‘reversen Tet-Repressor‘ kodiert, stabil in die Zellen transfiziert
werden. Bei dem ‘reversen Tet-Repressor‘ handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor, der nur in
Anwesenheit von Tetracyclin an seine DNS-Bindungssequenz, das ‘Tetracyclin-Response-Element‘,
binden und die Transkription des am 3‘-Ende dieses Promoter-Elementes vorhandenen offenen
Leserahmens aktivieren kann. In einem zweiten Transfektionsschritt wird ein Expressionsvektor
(pTre), der für das zu untersuchende Protein unter der Kontrolle des ‘Tetracyclin-Response-Element‘
kodiert, in die den ‘reversen Tet-Repressor‘ überexprimierenden Zellen stabil transfiziert. Eine
Expression des zu untersuchenden Proteins kann dann nur in Anwesenheit von Tetracyclin erfolgen,
da der ‘reverse Tet-Repressor‘ nur dann die Transkription der entsprechenden cDNS induzieren kann.
6.1.1. Klonierung von IIP-1 in den eukaryotischen Expressionsvektor pTre
Die IIP-1-cDNS wurde einschließlich der für den ‘flag-Tag’ kodierenden Sequenz mittels PCR aus
pcDNAflag-IIP-1 (siehe 4.1.) in den Vektor pTre 3‘ des ‘Tetracyclin-Response-Elementes‘ kloniert. In
der PCR wurden die Oligonukleotide ‘Tre-IIP-1-sense’ und ‘Tre-IIP-1-reverse’ verwendet, mittels
derer am 5’-Ende eine EcoRI-Restriktionsschnittstelle und am 3’-Ende eine BamHI-
Restriktionsschnittstelle eingeführt wurden, so daß das PCR-Fragment nach entsprechendem
Restriktionsverdau in pTre kloniert werden konnte. Das resultierende Plasmid wurde als pTreflag-IIP-
1 bezeichnet
6.1.2. Stabile Transfektion von pTreflag-IIP-1 in MCF-7 Zellen
pTreflag-IIP-1 wurde zusammen mit dem Selektionsplasmid pcDNAHygro, das für die HygromycinB-
Resistenz kodiert, in schon mit pTet-on stabil transfizierte MCF-7-Zellen (tet-MCF-7) transfiziert.
Nach zwei Tagen wurde der Selektionsmarker HygromycinB (0,2 mg/ml) zugesetzt. Nach etwa zwei
Wochen waren Einzelkolonien (ca. 60) sichtbar, von denen 41 isoliert wurden, die bis zu
ausreichenden Zellzahlen propagiert wurden. Zur Überprüfung der Tetracyclin-Induzierbarkeit der
IIP-1 Expression wurden die Klone im folgenden mit bzw. ohne Doxycylin (1 µg/ml) für 24 Stunden
kultiviert und Zellysate hergestellt. Diese Lysate wurden mittels anti-flag-Immunoblot untersucht.
Eine repräsentative Auswahl von 11 Klonen ist in Abbildung 29 (oberer Teil) gezeigt. Es ist zu
erkennen, daß zum einen Klone selektioniert wurden, die sowohl eine Induzierbarkeit der flag-IIP-1-
Expression in Anwesenheit von Doxycyclin als auch eine Repression der Expression in Abwesenheit
von Doxycyclin zeigen (Klon 1-6 und Klon 8). Diese Klone sind für weitere Untersuchungen sehr gut
geeignet. Zum anderen gibt es jedoch auch Klone, in denen die Expression von IIP-1 entweder nicht
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mit Doxycyclin induziert (Klon 7, 9, 11) oder ohne Doxycyclin reprimiert (Klon 10) werden kann.
Diese Klone wurden nicht weiter untersucht.
Mittels dieser Immunoblot-Analyse konnten von den 41 isolierten Klonen 27 als negativ und 14 als
positiv bewertet werden. Von den 27 negativen Klonen zeigten 22 keine Induktion der flag-IIP-1
Expression in Anwesenheit von Doxycyclin und 5 keine Repression der Expression in Abwesenheit
des Antibiotikums.
Um die Expressionsstärke des rekombinanten flag-IIP-1 mit der des endogenen IIP-1 in den
transfizierten Zellen vergleichen zu können, wurden die Zellysate der oben erwähnten 11 Klone auch
in einem anti-IIP-1-Immunoblot analysiert (Abbildung 29, unterer Teil). Dabei ist zu erkennen, daß
die Expression des rekombinanten flag-IIP-1 in den positiven Klonen etwa drei- bis fünfmal so stark
ist wie die Expression des endogenen Proteins, wobei sich die einzelnen Klone in ihrer
Expressionsstärke unterscheiden. So ist die Expression von flag-IIP-1 in Klon 1 und 3 wesentlich
schwächer als in den Klonen 2, 4, 5, 6 und 8. Diese Klone zeigen eine etwa gleich starke Expression
von rekombinantem flag-IIP-1.
Abbildung 29: Immunoblot-Analyse zum Nachweis der Expression von flag-IIP-1 in MCF-7-Transfektanten.
Stabile IIP-1-Transfektanten wurden für 24 Stunden mit (+) bzw. ohne (-) Doxycyclin (Dox) kultiviert und
anschließend lysiert. Je 40 µg des Gesamtzellproteins wurden einem anti-flag- bzw. anti-IIP-1-Immunoblot
unterzogen, wobei als Negativkontrolle (NK) pTet-on-MCF-7-Transfektanten (tetMCF-7) und als
Positivkontrolle (PK) HEK 293 Zellen dienten, die transient mit pcDNAflag-IIP-1 transfiziert worden waren.
6.2. Untersuchungen zur IGF-1-abhängigen Proliferation
Der Einfluß einer IIP-1-Überexpression auf das IGF-1-abhängige Proliferationsverhalten von MCF-7
Zellen wurde mittels eines Proliferationstestes untersucht. In Abbildung 30 ist das Ergebnis eines
solchen Proliferationstestes für die tetMCF-7/IIP-1 Klone 4 und 8 und für den Kontrollklon tetMCF-7,
der lediglich mit dem pTet-on Vektor transfiziert ist und als Ausgangsklon für die Transfektion von
pTreflag-IIP-1 diente, dargestellt. Durch Zugabe von IGF-1 konnte die Proliferation der IIP-1
Transfektanten und des Kontrollklons um ca. 50 % bis 60 % gesteigert werden. Eine durch
Doxycyclin induzierte IIP-1 Expression beeinflußt jedoch nicht die IGF-1-abhängige Proliferation
dieser Klone.
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Abbildung 30: Analyse des IGF-1-abhängigen Proliferationsverhalten von MCF-7/IIP-1-Transfektanten.
Eine durch Doxycyclin induzierte IIP-1-Überexpression beeinflußt nicht die durch IGF-1 stimulierte
Proliferation von MCF-7-Zellen. In serumfreiem Medium (0,1 % FKS, dialysiert) synchronisierte tetMCF-7-IIP-
1-Transfektanten (tetMCF7/Kl.4, Kl.8) und der tetMCF-7-Ausgangsklon (tetMCF7) wurden in der An- bzw.
Abwesenheit von Doxycyclin (Dox) mit 10-8 M IGF-1 stimuliert. Nach 48 Stunden wurde ein WST-1-
Proliferationstest durchgeführt. Es ist das Ergebnis eines repräsentativen Experimentes gezeigt (3-fach-
Ansätze), das in zwei weiteren Experimente reproduziert werden konnte. Die Induktion der Expression von IIP-1
durch die Zugabe von Doxycyclin wurde mittels eines anti-flag-Immunoblottes kontrolliert, wobei jeweils 40 µg
Gesamtzellprotein getestet wurden.
Außerdem wurde der Einfluß der IIP-1-Überexpression auf IGF-1-induzierten Apoptoseschutz nach
Apoptoseinduktion durch Staurosporin untersucht. Auch in diesem ‘Assay‘ konnte kein IIP-1
abhängiger Effekt beobachtet werden (Daten nicht gezeigt).
6.3. Untersuchungen zur Motilität von MCF-7 Zellen
Neben Proliferation und Apoptoseschutz als zelluläre Effekte des IGF-1 Rezeptors wurde auch das
Migrationsverhalten von MCF-7 Zellen bei einer Überexpression von IIP-1 untersucht. Dazu wurden
tetMCF-7/IIP-1 Transfektanten in einer ‘Transwell-Kammer‘ unter Zusatz von 20 % FCS in der
unteren Kammer untersucht, wobei die Expression von IIP-1 in der Anwesenheit von Doxycyclin
induziert und in der Abwesenheit von Doxycyclin reprimiert wurde. Wie in Abbildung 31 zu
erkennen, migrieren ohne Doxycyclin-Zugabe etwa 15-20 % der Zellen innerhalb von 72 Stunden
durch die Membran. Wird jedoch die Expression von IIP-1 in den Transfektanten durch Doxycyclin-
Zugabe induziert, vermindert sich die Motilität der Zellen um ca. 30-50 %. Dies konnte für mehrere
IIP-1-Klone gezeigt werden, wobei hier Klon 4 und Klon 8 dargestellt sind. Die Motilität des
Kontrollklons tetMCF-7 bleibt dagegen durch die Zugabe von Doxycyclin unbeeinflußt. Dieses
Ergebnis zeigt deutlich, daß eine IIP-1-Überexpression zu einer verminderten Motilität von MCF-7
Zellen führt. Daraus läßt sich schließen, daß IIP-1 Mechanismen, die zu einer Migration von Zellen
führen und an denen auch das IGF-1-Signaltransduktionssystem beteiligt ist, beeinflußt.
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Abbildung 31: Analyse der Migration von MCF-7/IIP-1-Transfektanten. Eine durch Doxycyclin induzierte
IIP-1-Überexpression reduziert die Motilität von MCF-7-Zellen. tetMCF-7/IIP-1-Transfektanten (Klon 4, 8) und
der tetMCF-7-Ausgangsklon wurden in Transwells in serumfreiem Medium (0,1 % FKS, dialysiert) in der An-
bzw. Abwesenheit von Doxycyclin (1 µg/ml) ausgesät, wobei das Medium in der unteren Kammer mit 20 % FCS
supplementiert wurde. Nach 24 Stunden wurde die Anzahl an migrierten Zellen (untere Kammer) und an nicht-
migrierten Zellen (obere Kammer) quantifiziert. Die Migration ist angegeben als prozentualer Anteil der Anzahl
an migrierten Zellen an der Anzahl der insgesamt eingesetzten Zellen. Es ist das Ergebnis eines repräsentativen
Experimentes gezeigt (3-fach-Ansätze), das in zwei weiteren Experimenten reproduziert werden konnte. Die
Induktion der Expression von IIP-1 durch die Zugabe von Doxycyclin wurde mittels eines anti-flag-
Immunoblottes kontrolliert, wobei jeweils 40 µg Gesamtzellprotein getestet wurden.
6.4. Untersuchungen zur IGF-1-abhängigen Aktivierung der MAP-Kinasen
Die MAP-Kinasen sind Elemente der Signaltransduktionskaskaden, die IGF-1-induzierte zelluläre
Effekte vermitteln (siehe Einleitung). Daher war es von Interesse, zu untersuchen, ob eine IIP-1-
Überexpression die Aktivierung der ERK-1 und ERK-2-Kinasen durch IGF-1 beeinflußt.
Flag-IIP-1-überexprimierende MCF-7-Transfektanten wurden in serumfreiem Medium (0,1 %
dialysiertes FKS) mit bzw. ohne Doxycyclin synchronisiert (24 Stunden) und nach 24 Stunden für
zehn Minuten mit IGF-1 (10-8 M) stimuliert. Als Kontrolle wurden unstimulierte Zellen verwendet.
Die Aktivierung, d.h. Phosphorylierung, der beiden ERK-Kinasen wurde mittels Immunoblot der
Zellysate unter Verwendung von Antikörpern, die jeweils nur die phosphorylierte Form der Kinasen
erkennen, untersucht. Wie in Abbildung 32 zu erkennen, werden durch IGF-1-Behandlung beide
ERK-Kinasen sowohl in dem Kontrollklon tetMCF-7 als auch in den IIP-1-Transfektanten aktiviert
(linker Teil der Abbildung), während im gehungerten Zustand diese Kinasen nicht aktiviert sind
(rechter Teil der Abbildung). Allerdings fällt auf, daß die durch Doxycyclin induzierte Überexpression
von IIP-1 in den Klonen 4 und 8 zu einer verminderten Phosphorylierung der ERK-Kinasen führt
(Vergleich: Spur 1, 2 mit Spur 4, 5) , während die Aktivierung der ERK-Kinasen in dem Kontrollklon
tetMCF-7 unbeeinflußt von einer Doxycyclin-Zugabe bleibt (Vergleich: Spur 3 mit Spur 6).
Ergebnisse
73
Abbildung 32: Immunoblot-Analyse IGF-1-stimulierter MCF-7/IIP-1 Transfektanten zur Untersuchung des
Einflusses von IIP-1 auf die ERK-Aktivierung. Eine durch Doxycyclin induzierte IIP-1-Überexpression
inhibiert die Phosphorylierung der ERK-Kinasen in MCF-7 Zellen (Vergleich Spur 1 mit 4, 2 mit 5, 3 mit 6).
tetMCF-7/IIP-1 Transfektanten (Klon 4 und Klon 8) und der Kontrollklon tetMCF-7 wurden in serumfreiem
Medium (0,1 % FKS, dialysiert) synchronisiert, nachdem die IIP-1-Expression 24 Stunden vorher durch
Doxycyclinzugabe (1 µg/ml) induziert bzw. in der Abwesenheit von Doxycyclin reprimiert worden war. Nach der
Synchronisationsphase wurden die Zellen für 10 Minuten mit IGF-1 (10-8 M) behandelt bzw. unbehandelt
gelassen. Die Zellen wurden anschließend lysiert und je 40 µg des Gesamtproteins in Immunoblots mit folgenden
Antikörpern untersucht: ‘anti-MAPK-active‘, der nur die phosphorylierte Form von ERK-1 (42 kD) und –2 (44
kD) erkennt, und als Expressionskontrolle für die ERK-Kinasen ‘anti-MAPK‘, der gegen ein nicht-
phosphoryliertes Epitop der ERK-Kinasen gerichtet ist. Außerdem wurde die Induktion der flag-IIP-1-
Expression durch Doxycyclin mittels eines anti-flag-Immunoblottes überprüft.
Aus diesen Untersuchungen geht hervor, daß die Überexpression von IIP-1 eine durch IGF-1-
induzierte Aktivierung von ERK1/2 negativ beeinflußt und zu einer schwächeren Phosphorylierung
dieser Kinasen führt.
7. IIP-10
IIP-10 wurde in dem ‘2-Hybrid-Screen’ der Jurkat-cDNS-Bibliothek als IGF-1 Rezeptor-
interagierendes Protein identifiziert und zeigte in anschließenden 2-Hybrid-Untersuchungen keine
Interaktion mit dem dem IGF-1 Rezeptor sehr verwandten Insulin Rezeptor (1.2.3.). Dies war ein
erster Hinweis darauf, daß IIP-10 wie IIP-1 ein IGF-1 Rezeptor-spezifisches Bindeprotein ist.
7.1. Klonierung von IIP-10
Da der in dem ‘2-Hybrid-Screen’ isolierte IIP-10-cDNS-Klon nicht für die gesamte
Aminosäuresequenz des Proteins kodiert (siehe 1.2.2.), wurde für weitere Untersuchungen die ‘volle-
Länge-cDNS‘ von IIP-10, die mittlerweile auch in der EMBL Datenbank veröffentlicht ist (AC:
AF161493) mittels PCR kloniert. Als ‘Template‘ konnte ein cDNS-Klon verwendet werden, der in
einem ‘Differential Display‘-Ansatz von primären Knochenzellen, die mit Vitamin C, D und K
stimuliert worden waren, isoliert wurde. Als 5‘- und 3‘-Oligonukleotide wurden ‘IIP-10-sense‘ und
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‘IIP-10-reverse‘ eingesetzt, die mit der IIP-10-cDNS (AC: AF161493) an folgenden Stellen
hybridisieren:
‘IIP-10-sense’: nt 447-463
‘IIP-10-reverse’: nt 1104-1124
Damit wurde in der PCR-Reaktion exakt die kodierende Sequenz von IIP-10 (nt 447-1124)
amplifiziert. Über die Oligonukleotide wurden am 5‘- und am 3‘-Ende NotI-Restriktionsschnittstellen
eingeführt, so daß das PCR-Fragment nach entsprechendem Restriktionsverdau in den eukaryotischen
Expressionsvektor pcDNAflag kloniert werden konnte (pcDNAflag-IIP-10).
7.2. Lokalisation von IIP-10 in IGF-1 Rezeptor-überexprimierenden NIH3T3 Zellen
Um die zelluläre Lokalisation von IIP-10 zu bestimmen, wurde zunächst flag-IIP-10 in I24 Zellen
(IGF-1 Rezeptor-überexprimierende NIH3T3 Zellen) überexprimiert und diese Zellen mittels anti-
flag-Immunfluoreszenz-Färbung untersucht (Abbildung 33). Diese Färbung zeigte eindeutig, daß IIP-
10 im Kern der transfizierten Zellen lokalisiert ist.
Abbildung 33: Immunfluoreszenzfärbung von I24 Zellen zur Untersuchung der Lokalisation von IIP-10. Eine
IIP-10-Expression kann im Kern dieser Zellen detektiert werden Mit pcDNAflag-IIP-10 transient transfizierte
I24 Zellen wurden mittels einer Immunfluoreszenzfärbung unter Verwendung von anti-flag-Antikörpern
analysiert. Die Kerne wurden zusätzlich mit DAPI angefärbt. Die Pfeile markieren transfektierte Zellen. Der
Balken entspricht 20 µm.
Mittels einer PROSITE-Analyse der Aminosäuresequenz von IIP-10 (Abbildung 34) wurde überprüft,
ob IIP-10 ein ‘Nukleäres Lokalisationssignal‘ aufweist, wodurch seine Lokalisation erklärt werden
könnte. Interessanterweise ist tatsächlich N-terminal ein ‘Nukleäres Lokalisationssignal’ vorhanden,
welches anscheinend relevant und für das nukleäre ‘Targeting‘ von IIP-10 verantwortlich ist.
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Abbildung 34: PROSITE-Analyse der Aminosäuresequenz von IIP-10.
  1  MSRPRKRLAG TSGSDKGLSG KRTKTENSGE ALAKVEDSNP QKTSATKNCL
 51  KNLSSHWLMK SEPESRLEKG VDVKFSIEDL KAQPKQTTCW DGVRNYQARN
101  FLRAMKLGEE AFFYHSNCKE PGIAGLMKIV KEAYPDHTQF EKNNPHYDPS
151  SKEDNPKWSM VDVQFVRMMK RFIPLAELKS YHQAHKATGG PLKNMVLFTR
201  QRLSIQPLTQ EEFDFVLSLE EKEPS*
putative Caseinkinase II-Phosphorylierungsstelle
putative N-Glykosylierungsstelle
putative N-Myrystoylierungsstelle
putative Tyrosinekinase-Phosphorylierungsstelle
putative Proteinkinase C-Phosphorylierungsstelle
putatives NLS
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Diskussion
Das IGF-1-Signaltransduktionssystem ist an der Regulation sehr vieler wichtiger zellulärer Prozesse
beteiligt. Die Aktivierung des IGF-1 Rezeptors führt zu einer vermehrten Proliferation von Zellen und
schützt Zellen vor Apoptose (Grothey et al., 1999). Darüber hinaus fungiert IGF-1 als Motilitätsfaktor
und ist ein positiver Regulator des invasiven/metastasierenden Phänotyps (Brodt et al., 2000).
Der IGF-1 Rezeptor induziert daher zelluläre Effekte, die sich von denen des sehr verwandten Insulin
Rezeptors unterscheiden. Trotzdem sind alle bisher bekannten Signaltransduktionkaskaden und daran
beteiligte Signalproteine, die IGF-1-abhängige Effekte vermitteln, auch an der Weiterleitung von
Signalen anderer Rezeptor-Tyrosinkinasen beteiligt. Die Existenz von spezifischeren, bislang
unbekannten Signalproteinen für den IGF-1 Rezeptor könnte eine Grundlage der verschiedenenen
biologischen Aktivitäten des Rezeptors darstellen.
Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war, solche IGF-1 Rezeptor-bindende Proteine mittels des
Hefe-2-Hybrid-Systems zu identifizieren und die funktionelle Relevanz dieser Proteine in Bezug auf
den IGF-1 Rezeptor aufzuklären.
1. Identifizierung von Interaktionspartnern des IGF-1 Rezeptors in ‘2-Hybrid-
Screens‘
1.1. Qualitative Aspekte der ‘2-Hybrid-Screens‘
Es wurden aus 2 cDNS-Bibliotheken, einer Maus-Embryo- und einer Jurkat-cDNS-Bibliothek,
Interaktionspartner für den IGF-1 Rezeptor mittels des 2-Hybrid-Systems isoliert. Da von der Qualität
der cDNS-Bibliotheken das Ergebnis eines ‘2-Hybrid-Screens‘ abhängt, stellt die Auswahl der
Bibliotheken einen sehr wichtigen Punkt in dem ‘Screening-Prozeß ‘ dar.
2-Hybrid-cDNS-Bibliotheken zeichnen sich unter anderem durch die Anzahl an unabhängigen
Klonen, d.h. durch die Vielfalt der in diesen Bibliotheken kodierten cDNSs aus. Durchschnittlich
sollte die Anzahl an unabhängigen Klonen bei 1x106 liegen, damit jedes in einer Zelle exprimierte Gen
in der cDNS-Bibliothek enthalten ist. Ein weiterer Hinweis auf die Qualität einer 2-Hybrid-cDNS-
Bibliothek ist, wie oft diese schon für die Suche nach neuen Interaktionspartnern erfolgreich
verwendet wurde. In der Tat wurden aus den in dieser Arbeit verwendeten Maus-Embryo- und Jurkat-
cDNS-Bibliotheken eine Reihe von interessanten Signalproteinen isoliert (siehe Einleitung).
Auch im Rahmen dieser Arbeit konnten in diesen beiden ‘2-Hybrid-cDNS-Bibliotheken‘ mit dem
IGF-1 Rezeptor als Köder eine Reihe von neuen vielversprechenden IGF-1 Rezeptor-interagierenden
Proteinen (IIPs) isoliert werden.
Bei der Analyse der als Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors isolierten Proteine stellte sich heraus,
daß ein sehr hoher Prozentsatz spezifische Bindeproteine sind (Maus-Embryo-cDNS-Bibliothek: 97,9
%; Jurkat-cDNS-Bibliothek: 86,9 %), während sehr wenige Klone falschpositiv waren. Dies ist als
sehr positiv zu bewerten, da oftmals in ‘2-Hybrid-Screens‘ ein wesentlich größerer Anteil an nicht
relevanten Interaktionspartnern wie Transkriptionsfaktoren isoliert werden.
Für die Qualität der ‘2-Hybrid-Screens‘ spricht außerdem, daß von vielen Interaktionspartnern
überlappende cDNS-Klone isoliert wurden.
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1.2. Bekannte Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors
Von den spezifischen Interaktionsklonen kodiert der größte Teil, ca. 80 %, für schon bekannte IGF-1
Rezeptor-interagierende Proteine wie die p85a-, p85b- und p55- Untereinheiten der PI3-Kinase
(Lamothe et al., 1995; Mothe et al., 1997), Grb10 (Morrione et al., 1996) , mSH2B (Wang und Riedel,
1998) und 14-3-3b (Furlanetto et al., 1997). Bis auf 14-3-3b weisen diese Signalproteine alle eine
SH2-Protein-Interaktionsdomäne auf, die die Bindung an Phosphotyrosin-Reste der zytoplasmatischen
Domäne des IGF-1 Rezeptors vermittelt. Daß die Bindung an den Rezeptor über die SH2-Domäne
erfolgt, spiegeln auch die in den ‘2-Hybrid-Screens‘ isolierten partiellen cDNSs dieser Proteine wider.
Diese kodieren mindestens für die SH2-Domäne (Abbildung 9). Von 14-3-3b wurde der gesamte
offene Leserahmen isoliert. Im Gegensatz zu den oben erwähnten SH2-Proteinen weisen 14-3-3
Proteine keine definierten Protein-Interaktionsdomänen auf, über die die Interaktion mit dem IGF-1
Rezeptor erfolgen könnte. Craparo et al. konnten jedoch für 14-3-3e  zeigen, daß die Interaktion mit
dem IGF-1 Rezeptor über den N-terminalen Bereich des Proteins (AS 1-203) vermittelt wird (Craparo
et al., 1997).
Bemerkenswerterweise wurden nur solche bekannten Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors isoliert,
die an den C-terminalen Bereich des Rezeptors binden. Die Bindung der regulatorischen
Untereinheiten der PI3-Kinase und von mSH2B wird durch den Phosphotyrosin-Rest an Position
1316, aber auch durch den in der juxtamembranen Region liegenden Phosphotyrosin-Rest an Position
960 vermittelt (Seely et al., 1995) (Wang und Riedel, 1998), während für Grb10 gezeigt wurde, daß
der Phosphotyrosin-Rest an Position 960 für die Interaktion mit dem IGF-1 Rezeptor nicht relevant ist
(Dey et al., 1996). Daher ist davon auszugehen, daß die Grb10-Bindung an C-terminale
Phosphotyrosin-Reste des Rezeptors erfolgt. Für 14-3-3e  konnten C-terminale phosphorylierte
Serinreste (Position 1272 und 1283) als Bindemotiv definiert werden (Craparo et al., 1997).
Signalproteine, die ausschließlich mit der juxtamembranen Region und dort speziell mit dem NPEY-
Motiv an Position 957-960 interagieren, wie die Insulin-Rezeptor-Substrate und SHC (He et al., 1996;
He et al., 1995) konnten im Rahmen der ‘2-Hybrid-Screens‘ nicht isoliert werden. Dies könnte darin
begründet sein, daß die juxtamembrane Domäne des IGF-1 Rezeptors in dem LexA-Fusionsprotein für
Bindungspartner aus sterischen Gründen nicht zugänglich ist oder nicht phosphoryliert wird.
Um diese Hypothese zu überprüfen, wurde ein LexA-Fusionsprotein konstruiert, in dem die
juxtamembrane Domäne des IGF-1 Rezeptors C-terminal an die sehr potente Kinase-Domäne der
onkogenen tprmet-Tyrosinkinase fusioniert wurde. Damit ist die juxtamembrane Region des IGF-1
Rezeptors in diesem LexA-Fusionsprotein am C-Terminus lokalisiert, der aus sterischen Gründen
durch die tprmet-Tyrosinkinase leichter phosphorylierbar und für potentielle Interaktionspartner besser
zugänglich sein könnte. Tatsächlich konnte unter Verwendung des tprmet-LexA-Konstruktes im 2-
Hybrid-System eine Interaktion zwischen der juxtamembranen Domäne des IGF-1 Rezeptors und
SHC nachgewiesen werden. Daher ist es vorstellbar, mit diesem LexA-Fusionsprotein in einem ‘2-
Hybrid-Screen‘ weitere spezifische Bindungsspartner des IGF-1 Rezeptors zu finden, die mit der
juxtamembranen Region des Rezeptors interagieren.
Die meisten der isolierten bekannten Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors sind als
Interaktionspartner für sehr viele andere Rezeptor-Tyrosinkinasen beschrieben worden. In Abbildung
13 ist erkennbar, daß p85b mit dem Insulin Rezeptor, c-ros, c-met, c-ret, c-kit und mit c-fms
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interagiert. Grb10 wurde als Bindungspartner des Insulin Rezeptors, des EGF-, PDGFb- und FGF-
Rezeptors sowie des c-met, c-ret und ELK-Rezeptors beschrieben (He et al., 1998; Pandey et al., 1995;
Stein et al., 1996; Wang et al., 1999). mSH2B/PSM bindet ebenfalls nicht nur an den IGF-1 Rezeptor,
sondern auch an den Insulin Rezeptor und an den PDGFb Rezeptor (Riedel et al., 1997; Riedel et al.,
2000). Nur für 14-3-3b sind bislang unter den Rezeptor-Tyrosinkinasen keine anderen
Interaktionspartner als der IGF-1 Rezeptor bekannt. 14-3-3b interagiert auch nicht mit dem dem IGF-1
Rezeptor sehr verwandten Insulin Rezeptor (Furlanetto et al., 1997). Allerdings bindet 14-3-3 an IRS-
1, einem sehr wichtigen Interaktionspartner des Insulin Rezeptors, so daß durch die Bindung von 14-3-
3e an IRS-1 auch die durch Insulin induzierte Signaltransduktion beeinflußt wird (Craparo et al.,
1997).
1.3. Neue Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors
Interessanterweise wurden in den ‘2-Hybrid-Screens‘ jedoch nicht nur bekannte Interaktionspartner
des IGF-1 Rezeptors identifiziert, sondern auch solche Proteine, die bislang noch nicht als
Bindungspartner des IGF-1 Rezeptors bekannt sind. Auch von diesen Proteinen sind die meisten als
Bindungspartner für andere Rezeptor-Tyrosinkinasen bekannt. In 2-Hybrid-Experimenten konnte im
Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, daß fast alle mit dem Insulin Rezeptor interagieren (Abbildung
12). Das SH2-Protein APS bindet nicht nur an den IGF-1 Rezeptor und den Insulin Rezeptor sondern
außerdem an c-kit und den PDGF Rezeptor (Yokouchi et al., 1997; Yokouchi et al., 1999). Auch die
src-ähnliche Kinase p59fyn interagiert mit anderen Rezeptor-Tyrosinkinasen wie mit c-fms, TrkB und
mit den Eph-Rezeptoren EphA8 und HEK2 (Choi und Park, 1999; Hock et al., 1998; Iwasaki et al.,
1998; Marks et al., 1999). Das Adaptorprotein Grb7, das starke Homologien zu Grb10 aufweist, zeigt
ebenfalls Interaktion mit vielen anderen Rezeptoren. Zu diesen gehören verschiedene ErbB-
Rezeptoren, der EGF Rezeptor, die Tek-Rezeptor-Tyrosinkinase, c-ret, c-kit und die PDGFa und b
Rezeptoren (Fiddes et al., 1998; He et al., 1998; Janes et al., 1997; Jones et al., 1999; Pandey et al.,
1996; Thommes et al., 1999; Yokote et al., 1996). Auch das Adaptorprotein nck hat noch andere
Bindungspartner unter den Rezeptor-Tyrosinkinasen. Nck bindet z.B. an die EPH-Rezeptoren HEK2
und Elk sowie an den VEGF Rezeptor (Hock et al., 1998; Igarashi et al., 1998; Stein et al., 1998).
Diese Übersicht zeigt deutlich, daß all diese SH2-Proteine nicht nur an Signaltransduktionskaskaden
des IGF-1 Rezeptors sondern auch an denen anderer Rezeptor-Tyrosinkinasen beteiligt sind.
Schon bei den isolierten partiellen cDNSs der regulatorischen Untereinheiten der PI3-Kinase und von
Grb10 stellte sich heraus, daß diese jeweils für die SH2-Domäne dieser Proteine kodieren. Das gleiche
trifft für APS, p59fyn und nck zu. Aufgrund dieses Ergebnisses kann davon ausgegangen werden, daß
die Interaktion mit dem IGF-1 Rezeptor über die SH2-Domäne vermittelt wird, wobei die Bindung an
phosphorylierte Tyrosinreste des Rezeptors stattfindet unsd somit von einer intakten Tyrosin-Kinase
abhängig ist. Diese Phosphotyrosin-abhängige Interaktion mit dem IGF-1 Rezeptor konnte in ‘2-
Hybrid-Experimenten‘ unter Verwendung der Kinase-inaktiven Mutante des Rezeptors verifiziert
werden. Diese Mutante zeigt keine Interaktion mit den SH2-Domänen p85, Grb10, APS, p59fyn und
nck (Abbildung 8).
Bemerkenswerterweise wurden nicht nur Proteine mit einer SH2-Domäne als neue Interaktionspartner
des IGF-1 Rezeptors identifiziert, sondern auch solche Proteine, die sich nicht durch eine der
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bekannten Phosphotyrosin-Bindedomänen (SH2, PTB) auszeichnen wie Zfp38, Pax3, IIP-1 und IIP-
10.
Das Zinkfingerprotein Zfp38 weist sieben Cys2His2-Zink-komplexierende Finger auf und spielt als
Transkriptionsfaktor in der Spermatogenese eine Rolle (Noce et al., 1992). Zinkfinger-Motive sind vor
allem als DNS-Bindungsdomänen beschrieben worden, vermitteln jedoch auch Protein-Protein-
Interaktionen (Mackay und Crossley, 1998). Interessanterweise sind auch schon andere
Zinkfingerproteine bekannt, die mit einer Rezeptor-Tyrosinkinase interagieren. So bindet
beispielsweise ZPR1 über seine Zinkfinger-Domäne an den EGF-Rezeptor (Galcheva-Gargova et al.,
1996). Das Homeobox-Protein Pax3 ist ebenfalls ein Transkriptionsfaktor, der vor allem während der
Embryogenese eine Rolle spielt (Goulding et al., 1991). Transkriptionsfaktoren treten im Rahmen von
‘2-Hybrid-Screens‘ oftmals als Falschpositive auf, da diese über eigene DNS-Bindungs- und
Transaktivierungsdomänen verfügen, die die Transkription der Reportergene unabhängig von einer
Interaktion zwischen Köder- und Fisch-Protein (siehe Einleitung) aktivieren können. Daher könnte
man annehmen, daß es sich bei Zfp38 und Pax3 um Falschpositive handelt. Dem widerspricht jedoch
der Befund, daß sie weder mit der Negativkontrolle Lamin (Daten nicht gezeigt) noch mit der Kinase-
inaktiven Mutante des IGF-1 Rezeptors interagieren (Abbildung 11). In weiteren Untersuchungen
konnte eine Bindung an den Insulin Rezeptor (Abbildung 12) und an andere Rezeptor-Tyrosinkinasen
(Daten nicht gezeigt) festgestellt werden. Daraus wird ersichtlich, daß Zfp38 und Pax3 zwar keine
falschpositiven Klone darstellen, jedoch im Vergleich zu anderen Rezeptor-Tyrosinkinasen keine
Bindungsspezifität für den IGF-1 Rezeptor aufweisen.
Zusätzlich zu den Interaktionspartnern, die an verschiedene andere Rezeptor-Tyrosinkinasen binden
wie APS, Grb7, nck und Zfp38 und Pax3 wurden auch zwei Proteine identifiziert, die an den IGF-1
Rezeptor jedoch nicht an den Insulin Rezeptor binden: IIP-1 und IIP-10 (für IGF-1 Rezeptor-
interagierende Proteine-1 und -10). Vor allem IIP-1 hebt sich von den anderen identifizierten
Proteinen dadurch ab, daß es nicht nur keine Interaktion mit dem Insulin Rezeptor zeigt, sondern auch
nicht mit einer Reihe anderer Rezeptor-Trosinkinasen wie c-met, c-ros,-c-ret, c-kit und c-fms
interagiert (Abbildung 13). Außerdem zeigt IIP-1 – im Gegensatz zu allen anderen isolierten
Interaktionspartnern – eine Kinase-unabhängige Bindung an den IGF-1 Rezeptor. Aufgrund dieser 2-
Hybrid-Daten, die eine Funktion von IIP-1 als spezifisches Bindeprotein für den IGF-1 Rezeptor
implizieren, wurde die Interaktion zwischen IIP-1 und dem IGF-1 Rezeptor und ihre funktionelle
Bedeutung im Rahmen dieser Arbeit genauer charakterisiert.
IIP-10 scheint ebenfalls ein vielversprechender Kandidat als spezifischer Interaktionspartner für den
IGF-1 Rezeptor zu sein, da es wie IIP-1 nicht an den Insulin Rezeptor bindet. Die Interaktion zwischen
beiden Proteinen scheint jedoch sehr transient zu sein, da mittels Immunfluoreszenzstudien eine
nukleäre Lokalisation von IIP-10 festgestellt wurde (Abbildung 33). Es wäre ein ähnlicher
Mechanismus wie bei den STAT-Signaltransduktoren denkbar, deren Assoziation mit aktivierten
Zytokin-Rezeptoren auch nur sehr transient ist und über die mit dem Rezeptor assoziierten JAK-
Kinasen vermittelt wird (Ihle, 2001). Nach Phosphorylierung der STAT-Proteine löst sich der
Komplex, die phosphorylierten STAT-Proteine bilden Dimere, wandern in den Kern und aktivieren
dort die Transkription bestimmter Effektorgene. Vorläufige Daten weisen durchaus auf einen
funktionellen Zusammenhang zwischen IIP-10 und IGF-1 Rezeptor hin. IIP-10 scheint nämlich
sowohl IGF-1-stimulierte Proliferation als auch IGF-1-vermittelten Apoptoseschutz zu inhibieren und
somit mit IGF-1-regulierten Signaltransduktionskaskaden zu interferieren (Weidner et al., 2000). Es
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sind jedoch weitere experimentelle Studien notwendig, um diesen Zusammenhang, vor allem vor dem
Hintergrund der nukleären Lokalisation von IIP-10 und der schwachen Interaktion mit dem IGF-1
Rezeptor, zu untermauern.
2. IIP-1 als spezifischer Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors im 2-Hybrid-
System
Bei der näheren Analyse der Bindungsspezifität der in den ‘2-Hybrid-Screens‘ isolierten
Interaktionspartnern des IGF-1 Rezeptors stellte sich heraus, daß IIP-1 nicht mit dem Insulin Rezeptor
und mit anderen getesteten Rezeptor-Tyrosinkinasen interagierte (s.o.). In der vorliegenden Arbeit
wurde deshalb ein besonderer Focus auf die Charakterisierung von IIP-1 als spezifischer
Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors gelegt.
2.1. Die Bedeutung der PDZ-Domäne als Bindedomäne für den IGF-1 Rezeptor
Interessanterweise besitzt IIP-1 eine zentrale PDZ-Domäne, die die Bindung an den IGF-1 Rezeptor
vermittelt (Abbildung 19). 2-Hybrid-Analysen von Deletionsmutanten der PDZ-Domäne zeigten, daß
eine Bindung an den IGF-1 Rezeptor nicht mehr möglich ist, wenn N- oder C-teminale Bereiche der
PDZ-Domäne deletiert sind, während eine intakte PDZ-Domäne alleine durchaus noch eine
Interaktion mit dem IGF-1 Rezeptor vermitteln kann.
Die PDZ-Domäne ist eine bekannte Protein-Interaktionsdomäne, die in vielen Proteinen gefunden
wurde, die mit der Zellmembran assoziiert sind. Dort sind sie u.a. an der Bildung von Zell-
Zellkontakten, an einem ‘Clustering‘ von Membrankanälen und an intrazellulären
Signaltransduktionskaskaden beteiligt (Fanning und Anderson, 1999). Die Besonderheit vieler PDZ-
Proteine ist, daß sie oftmals als ‘Docking-Proteine‘ für mehrere Bindungspartner fungieren (Fanning
und Anderson, 1999). Parallel zu den in dieser Arbeit durchgeführten Studien wurden auch für die
PDZ-Domäne von IIP-1 eine Reihe von anderen Bindungspartnern beschrieben: IIP-1 wurde
beispielsweise als GIPC (‘GAIP interacting protein, C-terminus‘) identifiziert, das mit GAIP (‘Ga
interacting protein‘) interagiert (De Vries et al., 1998). GAIP ist ein membranassoziiertes RGS-Protein
(‘Regulator of G-protein signaling‘) und hat eine Funktion als GTPase-aktivierendes Protein (GAP)
der Gai3-Untereinheit (De Vries et al., 1996). Außerdem wurde IIP-1 als Semcap-1 (‘Sem-F
cytoplasmatic domain-associated protein-1‘) beschrieben. Semcap-1 bindet an das Transmembran-
Semaphorin M-SemF, dessen Funktion bislang ungeklärt ist. Auch ein anderer Interaktionspartner für
IIP-1, Neuropilin-1 (Cai und Reed, 1999) , ist an dem Signaltransduktionssystem der Semaphorine
beteiligt. Neuropilin-1 fungiert als Rezeptor für Semaphorin III/Collapsin-1, das eine inhibitorische
Rolle bei der Ausbildung von Axonen spielt (Tamagnone und Comoglio, 2000). IIP-1 zeigt jedoch
nicht nur Bindung an die gerade beschriebenen Proteine, sondern ist auch stark homolog zu Synectin,
das mit Syndecan-4 interagiert (Gao et al., 2000). Syndecane sind Transmembran-Heparansulfat-
Proteoglycane, die Zell-Matrix-Interaktionen vermitteln und somit an der Regulation von Adhäsions-
und Migrationsprozessen beteiligt sind (Rapraeger, 2000). Damit könnte IIP-1 ebenfalls eine
‘Docking-Funktion‘ zukommen, indem es den IGF-1 Rezeptor in andere zytoplasmatische
Signalkomplexe integriert (s. u.).
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Viele zytoplasmatische Proteine, die mit PDZ-Proteinen interagieren, sind Komponenten diverser
Signaltransduktionskaskaden. Dazu zählen Ionenkanäle, regulatorische Proteine für G-Proteine,
Proteinkinasen, Phospholipase C oder GTPase-aktivierende Proteine (GAPs) für GTP-bindende
Proteine wie Rac und Rho (Fanning und Anderson, 1999). Rezeptor-Tyrosinkinasen waren jedoch
bislang als Interaktionspartner für PDZ-Domänen kaum bekannt. Erst in jüngster Zeit wurden eine
Reihe von Interaktionen zwischen Rezeptor-Tyrosinkinasen und PDZ-Proteinen beschrieben. Einige
dieser PDZ-Proteine vermitteln z.B. die korrekte Membran-Lokalisation von Mitgliedern der EGF-
Rezeptor-Tyrosinkinase-Familie. PSD-95 interagiert mit ErbB4 an neuronalen Synapsen (Garcia et al.,
2000) und Erbin spielt eine Rolle bei der Lokalisation von ErbB2 an basolateralen Membranstrukturen
von Epithelzellen (Borg et al., 2000). Sogar in C.elegans wurde eine Interaktion zwischen dem EGF
Rezeptor-Homolog let-23 und den PDZ-Proteinen lin-2, lin-7 und lin-10 an basolateralen
Membranregionen von Vulva-Epithelzellen beschrieben (Kaech et al., 1998). Die Konservierung von
PDZ-Rezeptor-Tyrosinkinase-Interaktionen in der Evolution unterstützt die Bedeutung dieser Art von
Wechselwirkung in der Regulation zellulärer Funktionen. In C. elegans gibt es auch 2 homologe
Proteine zu IIP-1, F44D12.4 und C35D10.2, deren Funktion jedoch noch nicht geklärt ist.
In letzter Zeit wurden noch weitere Interaktionen zwischen PDZ-Proteinen und Rezeptor-
Tyrosinkinasen gefunden. So interagieren verschiedene EPH Rezeptoren mit dem ras-Bindeprotein
AF-6 (Buchert et al., 1999; Hock et al., 1998) , der PDGF Rezeptor assoziiert mit NHERF (Na+/H+
exchanger regulatory factor), was in einer erhöhten Rezeptoraktivität resultiert (Maudsley et al., 2000)
und c-kit bindet an MUPP-1 (multiple PDZ domain containing protein-1), ein aus 13 PDZ Domänen
bestehendes Protein (Mancini et al., 2000). Daraus wird deutlich, daß nicht nur SH2- und PTB-
Domänen als Protein-Interaktionsdomänen für Rezeptor-Tyrosinkinasen eine Rolle spielen, sondern
sich zunehmend herausstellt, daß auch PDZ-Proteine als Interaktionspartner für Rezeptor-
Tyrosinkinasen funktionell bedeutsam sind.
2.2. Die Bedeutung des C-Terminus des IGF-1 Rezeptors als Bindungsstelle für IIP-1
Da die meisten PDZ-Proteine an den äußersten C-Terminus ihrer Interaktionspartner binden (Fanning
und Anderson, 1999) , wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht, ob auch der C-Terminus des IGF-1
Rezeptors die Interaktion mit IIP-1 vermittelt. Mit C-terminalen Peptiden des IGF-1 Rezeptors konnte
gezeigt werden, daß tatsächlich die C-terminalen 11 Aminosäuren des Rezeptors für die Bindung von
IIP-1 verantwortlich sind, wobei die letzten drei Aminosäuren eine besonders wichtige Rolle für diese
Interaktion spielen (Abbildung 20). Der Austausch einer dieser Aminosäuren gegen die
korrespondierende Aminosäure des Insulin Rezeptors hat den völligen Verlust der Interaktion zur
Folge. Damit ist die Interaktion zwischen IIP-1 und dem C-Terminus des IGF-1 Rezeptors eine
klassische PDZ-Interaktion. Es gibt nur wenige Beispiele für PDZ-Proteine, die an interne Bereiche
von Proteinen binden. Die meisten PDZ-Proteine binden an den C-Terminus ihrer Interaktionspartner
(Fanning und Anderson, 1999) , wobei die letzten drei Aminosäuren entscheidend für die Interaktion
sind. Zwei verschiedene C-terminale Konsensus-Bindungsmotive wurden beschrieben. Typ I PDZ-
Proteine binden an den Konsensus Ser/Thr-X-Val (oder eine andere hydrophobe Aminosäure an letzter
Position). Typ II PDZ-Proteine erkennen dagegen den Konsensus Phe/Tyr-X-Ala/Phe/Val (Ponting et
al., 1997; Songyang et al., 1997). Interessanterweise interagiert IIP-1 sowohl mit Typ I- als auch mit
Typ II-Motiven: die Bindungsstellen im IGF-1 Rezeptor (Ser-Thr-Cys), in GAIP (Ser-Glu-Ala), in
Neuropilin-1 (Ser-Glu-Ala) und in M-SemF (Ser-Ser-Val) entsprechen einem Typ I-Bindemotiv,
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während der C-Terminus von Syndecan-4 ein Typ II-Motiv (Phe-Tyr-Ala) darstellt. Die Rezeptor-
Tyrosinkinasen, die nicht mit IIP-1 interagieren (Abbildung 13), aber auch viele andere Rezeptor-
Tyrosinkinasen, die nicht auf Interaktion mit IIP-1 getestet wurden, besitzen interessanterweise keinen
C-Terminus, der zu einem dieser Bindemotive homolog wäre. Nur eine Rezeptor-Tyrosinkinase,
SKY/Tyro-3, konnte bislang in den öffentlichen Datenbanken identifiziert werden, die einen dem IGF-
1 Rezeptor sehr ähnlichen C-Terminus (Ser-Ser-Cys) aufweist (Ohashi et al., 1994). Zur Zeit wird
untersucht, ob diese Rezeptor-Tyrosinkinase in der Lage ist, an IIP-1 zu binden. Der C.elegans IGF-
1/Insulin Rezeptor daf-2 (Kimura et al., 1997) weist zwar mit den C-terminalen Aminosäuren Pro-
Leu-Val kein PDZ-Bindungsmotiv auf, aber auch in diesem Falle wäre es interessant, die Interaktion
mit den C. elegans Proteinen, die Homologie zu IIP-1 aufweisen, F44D12.4 und C35D10.2, zu
überprüfen.
IIP-1 scheint jedoch nicht nur mit dem C-Terminus von Proteinen zu interagieren. Kürzlich wurde die
Interaktion von IIP-1/GIPC mit dem NGF Rezeptor TrkA beschrieben (Lou et al., 2001) , wobei der
juxtamembrane Anteil des Rezeptors (Aminosäuren 472-493) die Bindung an IIP-1/GIPC vermittelt,
und nicht - wie im Falle des IGF-1 Rezeptors - die C-terminale Region für die Interaktion mit IIP-1
verantwortlich ist. Lou et al. zeigten darüber hinaus, daß IIP-1/GIPC TrkA in einen
Signaltransduktionskomplex mit GAIP (siehe 2.1.) integriert, wodurch eine Verbindung von NGF-
induzierten Signaltransduktionskaskaden und G-Protein-regulierten Signalwegen emöglicht wird (Lou
et al., 2001). Ein ähnlicher Mechanismus wäre für eine Kopplung des IGF-1 Rezeptors an G-Protein-
gekoppelte Signaltransduktionskaskaden durch IIP-1 denkbar (s. u.).
3. IIP-1 als spezifischer Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors in Säugetierzellen
3.1. Interaktion zwischen IIP-1 und IGF-1 Rezeptor in Säugetierzellen
Daß die Interaktion zwischen IIP-1 und dem IGF-1 Rezeptor in einem zellulären Kontext relevant ist,
wurde in Ko-Immunpräzipitationsexperimenten aus Säugetierzellen (Abbildung 22) gezeigt. Auch in
diesem zellulären System ist eine Kinase-unabhängige Bindung von IIP-1 an den IGF-1 Rezeptor zu
beobachten. Außerdem konnten die Ko-Immunpräzipitationsexperimente die im 2-Hybrid-System
beobachtete Spezifität von IIP-1 für den IGF-1 Rezeptor im Vergleich zum Insulin Rezeptor
bestätigen. Ein weiterer Hinweis darauf, daß die Interaktion von IIP-1 und IGF-1 Rezeptor durchaus
auch in Säugetierzellen eine Bedeutung hat, sind die Immunfluoreszenz-Studien (Abbildung 28).
Mittels dieser Antiköper-Färbungen konnte in MCF-7 Zellen eine Ko-Lokalisation von IIP-1 und IGF-
1 Rezeptor in Membran-nahen Bereichen des Zytoplasmas nachgewiesen werden.
Betrachtet man all diese Daten zusammen, wird deutlich, daß IIP-1 tatsächlich ein auch in
Säugetierzellen relevanter, spezifischer Bindungspartner des IGF-1 Rezeptor ist. Damit könnte IIP-1
an der Vermittlung IGF-1-abhängiger zellulärer Effekte wie Proliferation, Apoptoseschutz und
Motilität beteiligt sein, die sich deutlich von den durch Insulin induzierten metabolischen Effekten
unterscheiden.
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3.2. Ko-Expression von IIP-1 und IGF-1 Rezeptor
In Northern-Blot-Analysen konnte gezeigt werden, daß IIP-1 in normalen adulten und embryonalen
Geweben ubiquitär exprimiert wird (Abbildung 23, Abbildung 24). Auch der IGF-1 Rezeptor wurde
als ubiquitär exprimiert beschrieben (Rubin und Baserga, 1995). Zudem konnte in Immunoblot-
Experimenten demonstriert werden, daß die Expressionsstärke von IIP-1 und IGF-1 Rezeptor in
verschiedenen Tumorzellen und Normalzellen korreliert (Abbildung 26). Dabei ist auffallend, daß
Zellen epithelialer Herkunft, unabhängig davon, ob es normale oder entartete Zellen sind, eine
wesentlich stärkere Expression sowohl des IGF-1 Rezeptors als auch von IIP-1 aufweisen als nicht-
epitheliale Zellen. Dieses ähnliche Expressionsmuster von IIP-1 und IGF-1 Rezeptor weist deutlich
darauf hin, daß die Expression der beiden Proteine ko-reguliert ist. Es wäre sowohl eine Regulation
der Ko-Expression auf Transkriptions- als auch auf Translationsebene denkbar. Neben den Ko-
Lokalisationsdaten sind diese Ko-Expressionsdaten ein weiterer Hinweis darauf, daß die Interaktion
zwischen IIP-1 und IGF-1 Rezeptor funktionell relevant ist.
3.3. Einfluß von IIP-1 auf IGF-1-regulierte Zellfunktionen
Der IGF-1 Rezeptor spielt bei der Entstehung und Progression sehr vieler verschiedener Tumore eine
Rolle (Macaulay, 1992) und eine Überexpression von IGF-1/IGF-1 Rezeptor konnte in vielen
Tumorzellinien festgestellt werden (Quinn et al., 1996). Auch funktionell konnte das IGF-1 Rezeptor-
Signaltransduktionssystem mit Prozessen der Tumorigenese korreliert werden. Beispielsweise werden
dem IGF-1 Rezeptor mitogene, anti-apoptotische und transformierende Eigenschaften zugeschrieben
(Kaleko et al., 1990; Resnicoff et al., 1995; Yoshinouchi und Baserga, 1993) und sein Ligand IGF-1
fungiert als Motilitätsfaktor für Tumorzellen (Klemke et al., 1994; Stracke et al., 1989).
Die funktionelle Bedeutung von IIP-1 in Bezug auf tumorigene Eigenschaften des IGF-1 Rezeptors
wie Proliferation, Apoptoseschutz und Migration wurde in der Brustkrebszellinie MCF-7 untersucht.
Es gibt experimentelle Hinweise, daß der IGF-1 Rezeptor an der Entwicklung von Brustkrebs beteiligt
ist und in Krebszellen im Vergleich zu normalem Brustepithel oder gutartigen Tumoren
überexprimiert wird (Dickson und Lippman, 1995; Lee und Yee, 1995). Zudem ist das MCF-7-
Zellsystem ein etabliertes System zur Untersuchung IGF-1-abhängiger Effekte wie Proliferation
(Arteaga et al., 1989) , Apoptoseschutz (Ahmad et al., 1999) und Migration (Doerr und Jones, 1996).
Auch in den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten ‘Proliferationsassays‘ zeigte sich ein
stimulatorischer Einfluß von IGF-1 auf die Proliferation von MCF-7 Zellen. Durch Zugabe von IGF-1
konnte die Proliferation dieser Zellen um etwa 50-60 % im Vergleich zu ruhenden Zellen gesteigert
werden (Abbildung 30). Jedoch scheint IIP-1 diese IGF-1-abhängige Proliferation nicht zu
beeinflussen. Wurde nämlich die IIP-1 Expression in stabilen IIP-1-Transfektanten durch das
Tetracyclin-Derivat Doxycyclin induziert, konnte kein verändertes IGF-1-abhängiges
Proliferationsverhalten der Zellen festgestellt werden. Diese Ergebnisse korrelieren mit Resultaten von
Gao et. al., die Synectin, das eine sehr hohe Sequenzhomologie zu IIP-1 zeigt, als Interaktionspartner
für Syndecan-4 isoliert haben (Gao et al., 2000). Gao et al. konnten in der endothelialen Zellinie
ECV304 ebenfalls keinen Einfluß von Synectin auf das Proliferationsverhalten dieser Zellen
beobachten.
Außerdem konnte in ‘Apoptoseassays‘ gezeigt werden, daß IIP-1 keinen Einfluß auf einen durch IGF-
1 induzierten Apoptoseschutz von MCF-7 Zellen hat.
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Interessanterweise fiel IIP-1 jedoch als negativer Effektor der Migration von MCF-7 Zellen auf. IIP-1-
Transfektanten, die IIP-1 nach Zugabe von Doxycyclin überexprimierten, zeigten eine deutlich
verringerte gerichtete Motilität von serumfreiem zu serumhaltigem Medium (20 % FKS) hin im
Vergleich zu den Transfektanten, in denen IIP-1 in Abwesenheit von Doxycyclin nicht überxprimiert
wurde. Dieses Ergebnis demonstriert eindeutig, daß IIP-1 die Migration von MCF-7 Zellen inhibiert.
Da IGF-1 in physiologischen Konzentrationen in FKS enthalten ist und außerdem als Motilitätsfaktor
für MCF-7-Zellen beschrieben wurde (Doerr und Jones, 1996), könnte die motilitätsinhibierende
Wirkung einer IIP-1-Überexpression auf eine Interferenz mit durch den IGF-1 Rezeptor regulierten
Signaltransduktionskaskaden zurückgehen.
Ergänzend zu diesen funktionellen ‘Assays‘ wurde auf molekularer Ebene die Aktivierung der MAP-
Kinasen ERK-1 und ERK-2 durch IGF-1 in IIP-1-Transfektanten analysiert. Dabei zeigte sich, daß
eine IIP-1-Überexpression zu einer verminderten Aktivierung dieser Kinasen durch IGF-1 führt
(Abbildung 32), während die Aktivierung der Akt-Kinase unbeeinflußt bleibt (Daten nicht gezeigt).
Da der PI3-Kinase/Akt-Kinase-Signaltransduktionsweg sehr stark an der Vermittlung IGF-1-
induzierter Proliferations- und Apoptoseschutz-Signalen beteiligt ist (Butler et al., 1998), könnten mit
diesem Befund die Ergebnisse der ‘Proliferations- und Apoptoseassays‘ erklärt werden, in denen kein
Effekt von IIP-1 auf diese IGF-1-vermittelten Zellfunktionen festgestellt werden konnte. Hingegen
spielt die MAP-Kinase eine essentielle Rolle bei der Regulation von Migrationsprozessen durch
Wachstumsfaktoren und Integrine (Giancotti und Ruoslahti, 1999). Interessanterweise bleibt auch bei
einer NGF-induzierten Aktivierung der TrkA Rezeptor-Tyrosinkinase, die ebenfalls als
Bindungspartner für IIP-1/GIPC beschrieben wurde, durch eine IIP-1/GIPC-Überexpression die
Aktivierung der Akt-Kinase unbeeinflußt, während die MAP-Kinase-Aktivierung auch hier deutlich
reduziert ist (Lou et al., 2001). IIP-1/GIPC wurde u.a. als Bindungspartner für GAIP (‘Ga interacting
protein‘) identifiziert (De Vries et al., 1998). GAIP ist ein RGS-Protein (‘regulator of G-protein
signaling‘) und hat eine Funktion als GTPase-aktivierendes Protein (GAP) für Gai-Untereinheiten.
Damit spielt es eine Rolle in G-Protein-vermittelter Signaltransduktion. Interessanterweise gibt es
neue Erkenntnisse, daß auch der IGF-1 Rezeptor über die Gai-Untereinheit an G-Protein-vermittelte
Signalwege gekoppelt ist, was letztendlich in einer Aktivierung der MAP-Kinase resultiert (Dalle et
al., 2001). Es wäre vorstellbar, daß IIP-1 über eine Interaktion mit GAIP den IGF-1 Rezeptor mit
diesem Signalweg verbindet (s.u.).
3.4. Entwicklung eines Modells für die Funktion von IIP-1 in Bezug auf Migrationsprozesse
von Zellen
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß IIP-1 ein für den IGF-1 Rezeptor spezifischer
Interaktionspartner ist, der IGF-1-regulierte Zellfunktionen beeinflußt. So hat eine IIP-1-
Überexpression einen inhibierenden Einfluß auf eine durch IGF-1-induzierte MAP-Kinase-
Aktivierung und interferiert mit der Migration von MCF-7-Zellen, einem u.a. durch IGF-1 regulierten
Prozeß .
Migration von Zellen ist ein komplexer, streng regulierter und dynamischer Prozeß , der von einer
Reihe verschiedenster Signalkomponenten beeinflußt wird. Vor allem Integrine spielen in diesem
Prozeß eine entscheidende Rolle. Durch die Interaktion mit extrazellulären Matrixproteinen kommt es
zu einer Komplexierung von Integrinen an der Zellmembran und im folgenden zu einer Assoziation
mit Proteinen des Zytoskelettes und mit weiteren Signalkomplexen. Dies wiederum führt zu einer
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Phosphorylierung der FAK-Kinase (‘focal adhesion kinase‘) und letztendlich durch eine Aktivierung
des MAP-Kinase-Signaltransduktionsweges zu einer de novo Transkription von Integrinen, Proteinen
der extrazellulären Matrix (EZM), EZM-degradierenden Enzymen und Matrix-Metalloproteinasen
(Boudreau und Jones, 1999). Neben diesen transkriptionsabhängigen Prozessen werden durch den
MAP-Kinase-Signaltransduktionsweg zusätzlich zelluläre Prozesse reguliert, die nicht von einer de
novo Transkription abhängig sind. Dazu gehört die Phosphorylierung der MLCK-Kinase (myosin-
light-chain kinase) (Klemke et al., 1997). Die Phosphorylierung der Myosin-leichten Kette ist ein
kritischer Schritt während der Polymerisation von Aktin-Ketten, was im folgenden zu einer
Zellbewegung führt.
Jedoch sind nicht nur Integrine an der Regulation von Migrationsprozessen beteiligt, sondern auch
Wachstumsfaktor-Rezeptoren wie beispielsweise der IGF-1 Rezeptor. Auf der Ebene der MAP-
Kinase-Aktivierung werden die Signale, die durch Integrine und Wachstumsfaktor-Rezeptoren
induziert werden, gebündelt.
Welchen Einfluß könnte nun IIP-1 auf diese zellulären Prozesse, die letztendlich zu einer Migration
von Zellen führen, haben?
Es sind drei Modelle denkbar, wie IIP-1 die Aktivierung der MAP-Kinase und somit
Motilitätsprozesse von Zellen beeinflussen könnte.
(1) IIP-1 hat einen inhibitorischen Einfluß auf die Aktivierung der MAP-Kinase entweder
durch eine Funktion als Effektormolekül oder durch die Interferenz mit anderen
Signalproteinen des Rezeptors (Abbildung 35)
(a) IIP-1 könnte über einen direkten Mechanismus, der in seinen Einzelheiten noch aufgeklärt werden
müßte, als Effektormolekül des IGF-1 Rezeptors fungieren. Es wäre vorstellbar, daß IIP-1 über die
Bindung an den IGF-1 Rezeptor eine inhibitorisch wirkende Signaltransduktionskaskade aktiviert, die
letztendlich eine Hemmung der MAP-Kinase zur Folge hätte.
(b) Ein weiterer denkbarer Mechanismus wäre, daß IIP-1 die Bindungsstellen anderer
Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors sterisch blockiert. Dadurch könnte IIP-1 die Bindung dieser
Effektormoleküle verhindern, so daß diese im folgenden nicht mehr ihre Funktion als
Signaltransduktoren des IGF-1 Rezeptors ausüben könnten. Da einige dieser Signalproteine durch
Bindung an den Rezeptor an der IGF-1-abhängigen Aktivierung der MAP-Kinase beteiligt sind, wäre
es vorstellbar, daß eine Blockierung dieser Bindungsstellen durch IIP-1 mit der Aktivierung der MAP-
Kinase interferiert. Als C-terminaler Bindungspartner des IGF-1 Rezeptors, dessen Interaktion mit
dem Rezeptor durch IIP-1 verhindert werden könnte, käme beispielsweise die p85-Untereinheit der
PI3-Kinase in Frage. Die PI3-Kinase ist zwar noch an anderen Signaltransduktionskaskaden beteiligt,
jedoch wurde sie auch als Aktivator des MAP-Kinase-Signaltransduktionsweges beschrieben (Miura
und MacGlashan, 2000).
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Abbildung 35: Modell zur Funktion von IIP-1 als direkter Inhibitor der MAP-Kinase bzw. als Kompetitor
anderer Signalproteine des IGF-1 Rezeptors. Im linken Teil ist die Signaltransduktionskaskade des IGF-1
Rezeptors in der Abwesenheit von IIP-1 dargestellt; im rechten Teil sind hypothetische Modelle, mit denen eine
Inhibition dieser Signaltransduktionswege durch IIP-1 erklärt werden könnte, gezeigt. IIP-1 könnte über einen
noch nicht geklärten Mechanismus ein negativer Regulator der MAP-Kinase sein und damit eine Hemmung von
Migrationsprozessen induzieren (a). IIP-1 könnte jedoch auch über eine Interaktion mit dem C-Terminus des
IGF-1 Rezeptors die Bindung anderer Signalproteine des Rezeptors verhindern, was ebenfalls eine Hemmung
der MAP-Kinase zur Folge hätte (b). ^  stellt die Inhibierung, ¯ die Aktivierung eines Signalweges dar. Die
Größe der Pfeilspitze soll den Aktivierungsgrad des Signalweges anzeigen. EZM, extrazelluläre Matrix; MMP,
Matrix-Metalloproteinase.
(2) IIP-1 beeinflußt über G-Protein-gekoppelte Signaltransduktionswege die Aktivierung der
MAP-Kinase (Abbildung 36)
Dalle et al. konnten zeigen, daß für eine IGF-1-induzierte Aktivierung der MAP-Kinase die Interaktion
mit einer Gai-Untereinheit von trimeren G-Proteinen Voraussetzung ist (Dalle et al., 2001). Es wäre
denkbar, daß diese Interaktion zwischen Gai und IGF-1 Rezeptor über IIP-1 und GAIP, ein RGS-
Protein, das einerseits als Bindungspartner für Gai  beschrieben wurde und andererseits mit IIP-1
interagiert, vermittelt wird. Damit würde IIP-1 als ‘Brückenprotein‘ fungieren, daß den IGF-1
Rezeptor an G-Protein-vermittelte Signalwege koppelt und wäre somit kein Inhibitor einer MAP-
Kinase-Aktivierung, sondern essentiell für eine Stimulierung dieser Kinase.
Die bei einer Überexpression von IIP-1 beobachtete Inhibition der MAP-Kinase und die daraus
resultierende Hemmung der Motilität von Zellen könnte darauf zurückgeführt werden, daß in diesem
Überexpressionssystem die molaren Verhältnisse der einzelnen Komponenten des Signalkomplexes
nicht mehr ausgeglichen sind und ein Überschuß an IIP-1 die an dem Komplex beteiligten Proteine
(GAIP, IGF-1 Rezeptor) absättigt. Dadurch könnte sich der funktionelle Komplex aus Gai, GAIP, IIP-
1 und IGF-1 Rezeptor nicht mehr bilden, und es käme zu einer Inhibierung der MAP-Kinase und im
folgenden u.a. zu einer Interferenz mit Motilitätsprozessen.
Dieses Modell steht in Einklang mit der beobachteten Ko-Regulation der Expression von IIP-1 und
IGF-1 Rezeptor. Nur wenn diese Proteine in dem richtigen molaren Verhältnis zueinander vorliegen,
SHC
MAPK
a
   b
IGF-1R
   b
a
IIP
-1
p85/PI3K
IRS-1
Grb10 ras
SHC
IRS-1
p85/PI3K
Grb10
ras
(a)
(b)
Diskussion
87
kommt es zu einer Aktivierung der MAP-Kinase auf physiologischem Niveau. Eine Inhibition der
Expression von IIP-1 z.B. über Antisense-Experimente könnte diese Hypothese belegen. Die
Abnahme der Konzentration an IIP-1 müßte ebenfalls in einer Auflösung der Gai-IGF-1 Rezeptor-
Komplexe und damit in einer Inhibierung der MAP-Kinase resultieren.
Abbildung 36: Modell zur Funktion von IIP-1 als ‘Brückenprotein‘ in Signalkomplexen aus Ga i und IGF-1
Rezeptor. (A) Physiologische Konzentrationen von IIP-1: IIP-1 koppelt den IGF-1 Rezeptor über GAIP an Gai.
Die Bildung dieser Signalkomplexe ist eine Voraussetzung für die Aktivierung der MAP-Kinase, die u.a.
zelluläre Prozesse wie z.B. die Migration reguliert. (B) Supraphysiologische Konzentrationen von IIP-1 durch
Überexpression: IIP-1 sättigt die einzelnen Komponenten des G-Protein/IGF-1 Rezeptor-Komplexes ab, der
Signalkomplex kann sich nicht mehr bilden, die MAP-Kinase und durch sie regulierte Prozesse werden
gehemmt. ^  stellt die Inhibierung, ¯ die Aktivierung eines Signalweges dar. EZM, extrazelluläre Matrix; MMP,
Matrix-Metalloproteinase; GPCR, ‘G-protein coupled receptor‘.
(3) IIP-1 koppelt den IGF-1 Rezeptor über die Interaktion mit weiteren Bindungspartnern an
alternative Signaltransduktionskaskaden (Abbildung 37)
IIP-1 wurde ebenso als Interaktionspartner für Syndecan-4 beschrieben (Gao et al., 2000), einem
Transmembran-Proteoglycan, dem eine Funktion in FGF-induzierter Migration zugeschrieben wird
(Volk et al., 1999). Daher wäre es auch vorstellbar, daß der IGF-1 Rezeptor über IIP-1 an Syndecan-
regulierte Signaltransduktionswege gekoppelt ist und durch diesen Mechanismus eine Inhibition der
Migration ausgelöst wird. Interessanterweise fanden Gao et.al. für IIP-1 auch einen hemmenden Effekt
auf die Migration der endothelialen Zellinie ECV304.
Außerdem wurde IIP-1 als Semcap-1 beschrieben (Wang et al., 1999). Semcap-1 bindet an das
Transmembran-Semaphorin M-SemF, dessen Funktion bislang ungeklärt ist. Semaphorine haben sehr
divergente Funktionen. Sie spielen z.B. eine Rolle während der Entwicklung von Nervengewebe, in
der Regulation der Angiogenese sowie in Tumorwachstum und Metastasierung (Comoglio et al.,
1999), also vornehmlich in Vorgängen, die mit der Bewegung von Zellen zusammenhängen.
IIP-1IIP-1
GAIPai
b/g
MAPK
aa
b b
IGF-1R
GPCR
Expression
von MMPs,
Integrinen,
EZM
Re-Organisation
des Zytoskeletts
Migration
Re-Organisation
der Integrin-EZM-
Interaktion
IIP-1
GAIPai
b/g
MAPK
aa
b b
IGF-1R
GPCR
Expression
von MMPs,
Integrinen,
EZM
Re-Organisation
des Zytoskeletts
Migration
Re-Organisation
der Integrin-EZM-
Interaktion
(A) Physiologische 
      IIP-1-Konzentration 
     
(B) IIP-1-Überexpression
IIP-1
GAIP
IIP-1
aa
b b
IIP
-1
Diskussion
88
Auch ein anderer Interaktionspartner für IIP-1, Neuropilin-1 (Cai und Reed, 1999) , ist an dem
Signaltransduktionssystem der Semaphorine beteiligt. Neuropilin-1 fungiert als Rezeptor für
Semaphorin III/Collapsin-1, das eine inhibitorische Rolle bei der Ausbildung von Axonen spielt
(Tamagnone und Comoglio, 2000). In diesem Zusammenhang ist zu erwähnen, daß sowohl
Semaphorine (Yu und Kolodkin, 1999) als auch der IGF-1 Rezeptor (Baserga et al., 1997) bei der
Entwicklung von Nervengewebe eine Rolle spielen. IIP-1 könnte über eine Interaktion mit M-SemF
und Neuropilin-1 den IGF-1 Rezeptor an Semaphorin-regulierte Signaltransduktionskaskaden im
Gehirn koppeln und somit beide Kaskaden in einen Signalweg zusammenführen, der das Auswachsen
von Axonen reguliert.
Abbildung 37: Modell zur Darstellung von Syndecan-4, Semcap-1 und Neuropilin-1 als Interaktionspartner
von IIP-1. Syndecane und Semaphorine spielen eine Rolle bei der Regulation von Motilitätsprozessen
verschiedener Zellen. IIP-1 könnte den IGF-1 Rezeptor als ‘Brückenprotein‘ an Syndecan- und Semaphorin-
regulierte Signalwege koppeln, was letztendlich zu einer Inhibition von Migrationsprozessen führen würde. ?
weist auf einen möglichen physischen und funktionellen Zusammenhang der Systeme hin.
Zusamenfassend ist aus diesen Befunden zu schließen, daß IIP-1 durch die Interaktion mit anderen
zytoplasmatischen Proteinen wie GAIP, Syndecan-4 und Semaphorinen den IGF-1 Rezeptor an die
verschiedensten Signaltransduktionskaskaden koppelt, die letztendlich zu einer Regulation von
Migrationsprozessen führen. Es sind jedoch weitere Studien notwendig, um den genaueren
Zusammenhang zwischen IGF-1 Rezeptor und diesen Signalproteinen experimentell weiter zu
belegen.
4. Ausblick
Die Resultate dieser Arbeit werfen eine Reihe von Fragen auf, die in weiterführenden Studien geklärt
werden müßten.
Um die genauen Mechanismen, die zu einer durch IIP-1 induzierten Interferenz mit IGF-1 vermittelten
Signalwege führen, besser verstehen zu können, müßte in experimentellen Studien der Zusammenhang
zwischen den bereits identifizierten Interaktionspartnern von IIP-1 (GAIP, Sem-F, Neuropilin-1 und
Syndecan-4) und dem IGF-1 Rezeptor aufgeklärt werden. Außerdem wäre sicherlich von Interesse
herauszufinden, ob noch weitere Interaktionspartner für IIP-1 existieren. Diese potentiellen
Bindungspartner könnten Aufschluß darüber geben, wie IIP-1 IGF-1 Rezeptor-regulierte
Signaltransduktionskaskaden beeinflußt.
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Desweiteren bleibt die Frage offen, auf welche Weise ein Protein, das sowohl an den aktivierten als
auch an den nicht-aktivierten IGF-1 Rezeptor bindet, die Weiterleitung IGF-1-induzierter Signale in
die Zelle vermittelt. Es wäre vorstellbar, daß eine Aktivierung des Rezeptor zu einer Phosphorylierung
von IIP-1 an Tyrosin-Resten führt, wodurch wiederum Bindungsstellen für andere Signalproteine
entstehen würden. In ersten Studien konnte jedoch IIP-1 nicht als Substrat für die IGF-1 Rezeptor-
Kinase identifiziert werden. Da jedoch IIP-1 mehrere Phosphorylierungsstellen für die Proteinkinase C
aufweist, wäre es auch möglich, daß eine Rezeptor-Aktivierung eine Phosphorylierung von IIP-1 an
Serin/Threonin-Resten induziert.
Zusätzliche Informationen über einen funktionellen Zusammenhang zwischen IIP-1 und IGF-1
Rezeptor würde man auch durch eine Analyse des Expressionsprofils der stabilen IIP-1-Transfektanten
mittels moderner Chip-Technologie erhalten. Gene, die aufgrund einer IIP-1-Überexpression,
exprimiert werden, könnten auf eine Korrelation mit IGF-1-abhängigen Funktionen hin überprüft
werden.
Selbstverständlich wäre es auch von Interesse, die funktionelle Bedeutung der anderen neuen IGF-1
Rezeptor-interagierenden Proteine wie APS, nck und Grb7 zu untersuchen. Zwar handelt es sich bei
diesen Proteinen nicht um so spezifische Bindeproteine wie bei IIP-1 jedoch könnten diese Proteine
durchaus eine Rolle in durch IGF-1 aktivierten Signalwegen spielen.
Im Rahmen der ‘2-Hybrid-Screens‘ konnten vor allem Interaktionspartner für die C-terminale Domäne
des IGF-1 Rezeptors identifiziert werden. Daher wäre es sicherlich interessant, einen ‘2-Hybrid-
Screen‘ mit einem LexA-Fusionsprotein durchzuführen, das die Isolierung von juxtamembranen
Bindungspartnern gewährleistet. Vorversuche haben ergeben, daß sich ein LexA-Konstrukt aus der
Kinase-Domäne von tprmet, an die C-terminal die juxtamembrane Region des IGF-1 Rezeptors
fusioniert ist, für die Suche nach solchen juxtamembranen Bindungspartnern eignen würde (siehe
1.2.). Es ist sicherlich nicht auszuschließen, daß noch weitere bislang unbekannte Bindungspartner für
den IGF-1 Rezeptor existieren, die wie IIP-1 Komponenten der IGF-1–regulierten
Signaltransduktionskaskaden sind und damit die spezifischen zellulären Funktionen des IGF-1
Rezeptors vermitteln.
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Zusammenfassung
Der IGF-1 Rezeptor gehört zu der Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen und zeigt einen hohen Grad
an Homologie zu dem Insulin Rezeptor. Auch wenn sich diese beiden Rezeptoren in ihrer
Aminosäuresequenz recht ähnlich sind und die meisten bislang identifizierten zytoplasmatischen
Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors auch an den Insulin Rezeptor binden, unterscheiden sich die
beiden Rezeptoren doch deutlich in ihrer physiologischen Funktion. Während der Insulin Rezeptor vor
allem metabolische Prozesse reguliert, spielt der IGF-1 Rezeptor vornehmlich bei
Wachstumsprozessen von Zellen eine Rolle. Daher ist anzunehmen, daß weitere spezifische
Interaktionspartner für den IGF-1 Rezeptor existieren, die nicht an den Insulin Rezeptor binden und
die die spezifischen zellulären Funktionen des IGF-1 Rezeptors vermitteln.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe des 2-Hybrid-Systems nach solchen spezifischen
Bindungspartnern des IGF-1 Rezeptors gesucht. Das ‘Screening‘ einer Maus-Embryo-cDNS-
Bibliothek und einer Jurkat-cDNS-Bibliothek mit der zytoplasmatischen Domäne des IGF-1 Rezeptors
als Köder resultierte in der Identifizierung einer Reihe von IGF-1 Rezeptor-interagierender Proteine
(IIPs). Neben bekannten Interaktionspartnern des IGF-1 Rezeptors wie der p85- und der p55-
Untereinheit der PI3-Kinase, den Adaptorproteinen Grb10 und SH2B sowie 14-3-3b wurden
interessanterweise auch viele Proteine gefunden, die noch nicht als Bindeproteine des IGF-1 Rezeptors
bekannt waren. Dazu zählen verschiedene Proteine mit einer SH2-Domäne wie die Adaptorproteine
Grb7, nckb und APS sowie die src-ähnliche Kinase p59fyn. In weitergehenden 2-Hybrid-Analysen
stellte sich jedoch heraus, daß diese Signalproteine auch Bindungspartner des Insulin Rezeptors sind.
Zwei weitere Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors, IIP-1 und IIP-10, konnten dagegen in dem ‘2-
Hybrid-Screen‘ identifiziert werden, die nicht an den Insulin Rezeptor binden und damit zu der
Vermittlung spezifischer zellulärer Effekte des IGF-1 Rezeptors beitragen könnten.
IIP-1 zeichnet sich durch eine besondere Bindungsspezifität für den IGF-1 Rezeptor in Bezug auf
andere Rezeptor-Tyrosinkinasen aus. IIP-1 zeigt weder eine Interaktion mit dem Insulin Rezeptor noch
mit anderen getesteten Rezeptor-Tyrosinkinasen wie c-ros, c-met, c-ret, c-fms und c-kit. IIP-1 ist ein
Protein mit einem errechneten Molekulargewicht von 36 kD und weist neben einer N- und einer C-
terminalen Region eine zentrale PDZ-Domäne auf. Unter Verwendung von Deletionsmutanten konnte
im 2-Hybrid-System gezeigt werden, daß diese zentrale PDZ-Domäne für die Interaktion mit dem C-
Terminus des IGF-1 Rezeptors verantwortlich ist, wobei die letzten drei Aminosäuren des Rezeptors
(Ser-Thr-Cys) von besonderer Bedeutung für die Interaktion sind. Mittels Ko-
Immunpräzipitationsexperimenten konnte die Interaktion zwischen IIP-1 und IGF-1 Rezetpor in
transfektierten Säugetierzellen und in vitro bestätigt werden. Zudem weisen die Ergebnisse
verschiedener im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Studien auf einen funktionellen
Zusammenhang zwischen IIP-1 und IGF-1 Rezeptor hin. Neben einer Ko-Lokalisation der beiden
Proteine in der Brustkrebs-Zellinie MCF-7 wurde ein übereinstimmendes Expressionsmuster von IIP-1
und IGF-1 Rezeptor in einer Reihe von normalen Zellen und Tumorzellinien gefunden, was auf eine
Ko-Regulation der Expression dieser beiden Proteine hindeutet. Desweiteren resultierte die
Überexpression von IIP-1 in MCF7 Brustkrebszellen in einer verminderten IGF-1-induzierten
Aktivierung der MAP-Kinase. Außerdem war in diesem Überexpressionssystem ein inhibierender
Einfluß von IIP-1 auf die Motilität dieser Zellen, welche u.a. eine IGF-1 Rezeptor-regulierte
Zellfunktion ist, zu beobachten. Da die Migration von Zellen eine Parallel zu den in dieser Arbeit
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durchgeführten Studien wurde IIP-1 unabhängig als Interaktionspartner für eine Reihe anderer
Proteine wie ein G-Protein-regulierendes Protein (GAIP) und ein Semaphorin (Sem-F) beschrieben. Es
wäre denkbar, daß IIP-1 über eine zeitgleiche Assoziation mit diesen Bindungspartnern den IGF-1
Rezeptor an G-Protein-regulierte oder Semaphorin-vermittelte Signaltransduktionskaskaden koppelt.
Auch IIP-10 stellte sich in 2-Hybrid-Analysen als Interaktionspartner des IGF-1 Rezeptors jedoch
nicht des Insulin Rezeptors heraus und könnte so ebenfalls für die Vermittlung der spezifischen IGF-1-
induzierten zellulären Effekten verantwortlich sein. Mittels Immunfluoreszenzanalysen konnte IIP-10
im Kern von IGF-1 Rezeptor-überexprimierenden NIH3T3 Zellen lokalisiert werden. Aufgrund dieser
nukleären Lokalisation wäre ein ähnlicher Mechanismus wie bei den Zytokin-Rezeptor-bindenden
STAT-Proteinen denkbar, die nach einer durch den aktivierten Zytokin-Rezeptor induzierten
Phosphorylierung in den Kern translozieren und dort als Transkriptionsfaktoren die Expression
bestimmter Effektorgene induzieren. Erste funktionelle Studien weisen darauf hin, daß die
Überexpression von IIP-10 in IGF-1 Rezeptor-überexprimierenden NIH3T3-Zellen einen
inhibitorischen Einfluß auf IGF-1-induzierte Proliferation und IGF-1-vermittelten Apoptoseschutz hat.
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